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Resumo

O presente trabalho investiga a aplicacdo do processo de extracdo com fluido
supercritico (EFS) para a obtencdo de compostos fendlicos a partir de Butia capitata,
coletado na Regido Sul do Brasil. A planta, chamada popularmente de butid, é uma espécie
nativa da Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil. Os frutos do butid sao comestiveis e bastante
apreciados pelas populagdes locais, que os consomem ao natural ou na forma de licores,
geléias ou doces. Estudos recentes revelam que compostos fendlicos estdo presentes nos
frutos do butia. Estes compostos merecem atencdo por apresentarem atividade
antioxidante, por prevenirem doencas cardiovasculares e reduzirem o risco de cancer.
Atualmente existem diferentes formas para a obtencdo de compostos fendlicos presentes
em matrizes vegetais, porém muitas delas utilizam solventes organicos a altas temperaturas,
o0 que deprecia o valor comercial dos extratos. Neste estudo, é utilizada uma tecnologia
limpa, que tem como solvente o didxido de carbono (CO,) em condig¢des supercriticas. O CO,
é ndo-toxico e nao-inflamdvel, o que faz dele uma opg¢ao mais segura, quando comparado a
outros solventes. Além disso, no estado supercritico, o CO, apresenta condi¢cdes bastante
favoraveis para a extracdo, como altas difusividades e massas especificas elevadas. Uma
caracteristica que deve ser ressaltada é a possibilidade de utilizar baixas temperaturas na
extracdo, comparativamente aos processos que utilizam solventes liquidos, uma vez que os
compostos fendlicos sdo termoldbeis. Nos experimentos, foi utilizada apenas a polpa
desidratada. O planejamento experimental foi elaborado avaliando a influéncia de trés
variaveis de processo em trés niveis: pressdo (150, 200 e 250 bar), temperatura (40, 50 e
60°C) e teor de cossolvente (1, 3 e 5% de etanol). Os extratos obtidos foram analisados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo os rendimentos expressos em mg do
composto identificado por CLAE /100g de polpa de butid desidratada (PBD), e pelo método
Folin-Ciocalteau com os rendimentos em compostos fendlicos totais (CFT) expressos em mg
de rutina equivalente (RE)/100g PBD. Foram identificados cinco compostos majoritarios nos
extratos nas andlises em CLAE. As maiores concentra¢des foram encontradas nas condicoes
de 250 bar, 60°C e 5% de etanol. Os compostos identificados foram o acido clorogénico
(0,46mg/100g PBD), o acido ferulico (1,45mg/100g PBD), a rutina (3,47mg/100g PBD), a
quercetina (0,90mg/100g PBD) e o canferol (1,93mg/100g PBD). Em termos de CFT, a melhor
condi¢do de extragdo foi de 200 bar, 50°C e 5% de etanol, resultando em 23,09mg RE/100g
PBD. Os extratos também foram avaliados quanto ao poder de reducdo do radical DPPHe,
pelo método ICso. O método fornece a quantidade necessaria de extrato pra varrer 50% do
radical. Como esperado, o extrato obtido na corrida experimental de maior rendimento em
CFT apresentou maior atividade antioxidante (17,4 mg/mL), seguido da corrida experimental
de maior rendimento em compostos fendlicos isolados (56,1 mg/mlL) e, com menos
atividade, o extrato obtido por solvente organico (80,0 mg/mL).

Palavras-chave: extracdo com fluido supercritico, compostos fendlicos, Butia capitata,
atividade antioxidante



Abstract

In this work it is investigated the application of supercritical fluid extraction to obtain
phenolic compounds from Butia capitata, collected in southern Brazil. This plant, known
popularly as butid, is a native species in Argentina, Uruguay, Paraguay and Brazil. The edible
fruits are popular and eaten raw or as liqueurs, jellies or jams. In recent studies, it is shown
that phenolic compounds are present in the fruits of butid. These compounds deserve
attention because they have antioxidant activity, preventing cardiovascular disease and
reducing the risk of cancer. There are different processes to obtain phenolic compounds
from plant matrices, but many of them make use of organic solvents at high temperatures,
which depreciates the extract value. In this study, it is used a clean technology, with carbon
dioxide (CO;) as solvent in supercritical conditions. The CO, is nontoxic and nonflammable
that makes it a safer option than other solvents. Furthermore, in supercritical conditions the
CO, has favorable conditions for extraction, as high diffusivities and densities. A feature that
should be emphasized is the possibility of using low temperatures in the extract, when
compared to processes using liquid solvents, since the phenolic compounds are decomposed
by high temperature. In the experiments only the dried pulp was used. The experimental
design was developed to assess the influence of three process variables at three levels:
pressure (150, 200 e 250 bar), temperature (40, 50 e 60°C) and cosolvent content (1, 3 e 5%
of ethanol). The extracts were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC),
in which the yields were expressed in terms of mg of the identified phenolic compounds by
HPLC/100g of dried pulp and by the Folin-Ciocalteau method, with yields, as total phenolic
compounds, expressed in mg of rutin equivalent/100g of dried pulp. It were identified five
majority phenolic compounds by HPLC. Its highest concentrations were found in the
conditions of 250 bar, 60°C and 5% of cosolvent. The identified compounds were chlorogenic
acid (0,46mg/100g of dried pulp), ferulic acid (1,45mg/100g of dried pulp), rutin
(3,47mg/100g of dried pulp), quercetin (0,90mg/100g of dried pulp) and kaempferol
(1,93mg/100g of dried pulp). In terms of total phenolic compounds, the best conditions were
200 bar, 50°C and 5% of cosolvent, which resulted in 23,09mg of rutin equivalent/100g of
dried pulp. Also, the antioxidant activity of the extracts was measured by scavenging of the
DPPHe radical, by the ICsp method. The method provides the necessary amount of extract to
scavenging 50% of the radial. As expected, the extract obtained in experimental run with the
highest yield in CFT showed a higher antioxidant activity (17.4 mg / mL), followed by the
experimental run with the highest yield in phenolic compounds isolated (56.1 mg / mL), and,
with less activity, the extract obtained by organic solvent (80.0 mg / mL).

Keywords: supercritical fluid extraction, phenolic compounds, Butia capitata,
antioxidant activity
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Introducgao

Ha muito tempo se reconhecem os vegetais como parte integrante e fonte de
vitaminas, proteinas, carboidratos e sais minerais na alimenta¢dao humana. Do ponto
de vista medicinal, suas primeiras atividades foram baseadas no poder de cura das
plantas e, até hoje, se utilizam os vegetais com esta finalidade. Estas propriedades sdo
investigadas cientificamente com a finalidade de atribuir a cada composto, a
respectiva acdo de cura. Os estudos com plantas abriram um campo amplo no ramo
farmacéutico e alimentar. A possibilidade de se isolar algum composto vegetal
permitiu o desenvolvimento de produtos naturais, como suplementos alimentares e
até mesmo alimentos ricos em compostos benéficos ao homem. Podem-se citar,
também, os compostos naturais capazes de conservar alimentos, com propriedades
antioxidantes. A utilizagdo destes compostos permite produzir alimentos com maior
seguranca, quando comparada a utilizacdo de produtos sintéticos.

Seguindo o mesmo caminho, encontram-se as técnicas de extracdao chamadas
de “quimica verde”, aplicadas aos produtos naturais. Destacam-se, neste segmento, os
processos que ndo geram poluentes quimicos e nem degradam os compostos de
interesse. Processos de extracdo por micro-ondas, por ultrassom ou que fazem uso de
fluidos no estado supercritico se encontram neste grupo.

A espécie Butia capitata, conhecida como butia, é uma planta nativa no Rio
Grande do Sul. Muito poucos sdo os estudos do seu potencial econémico, fazendo com
gue as areas onde é encontrada sejam devastadas. A Unica exploracdo econdmica se
limita ao consumo dos frutos, tanto ao natural como em forma de geléias e licores.
Assim, outras finalidades podem ser atribuidas a planta. Neste trabalho, é apresentada

uma investigacao sobre os compostos fendlicos presentes na polpa dos frutos de butia,
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com uma possivel aplicagdo na industria farmacéutica e de alimentos. Desta forma,
poder-se-ia desenvolver a preserva¢ao econémica e sustentavel desse recurso nativo.

A primeira observacdo de uma fase supercritica ocorreu em 1822, pelo Barao
Cagniard de La Tour. Ele notou, visualmente, que a separac¢do de fases entre um gas e
um liquido desaparecia quando certas substancias eram aquecidas em recipientes
fechados. O que inicialmente foi apenas um fato curioso, hoje em dia atingiu uma
esfera cientifica e industrial, sendo aplicado em diversos estudos e processos. Os
primeiros trabalhos que demonstraram o poder de solvéncia dos fluidos supercriticos
sdo do ano de 1879, reportados por Hannay e Hogarth. Estes autores estudaram a
solubilidade do cloreto de cobalto, cloreto de ferro, brometo de potassio e iodeto de
potassio em etanol supercritico.

A escolha do dioxido de carbono, como solvente de extracdo, torna o
processo totalmente amigdvel ao meio ambiente, pois este solvente é nao-tdxico, nao-
inflamavel, ndo gera poluicdo, e, em seu estado supercritico, apresenta boas
propriedades de extra¢do, como baixa viscosidade (comparado aos gases), elevada
massa especifica (comparado aos liquidos) e alta difusividade (mais préoxima a dos
gases).

Este trabalho apresenta a aplicacdo do processo de extracdo com fluido
supercritico (EFS) para a obtencdo de compostos fendlicos da polpa de butia. Dentre os
principais objetivos, cita-se a determinacdo das melhores condicbes que permitam
maximizar os rendimentos em compostos fendlicos, tais como pressao e temperatura
do dioxido de carbono, bem como o teor de cossolvente (etanol) adicionado como
modificador de polaridade. Também é feita uma comparacdo dos rendimentos obtidos
na ESF com os de um processo de extracdo com solvente organico. Por fim, os
extratos, obtidos por solvente supercritico e por solvente organico, foram comparados
guando ao poder de varredura do radical DPPHe.

Nos capitulos seguintes sera abordada uma revisdo de literatura sobre os
compostos fendlicos, relatando a presenca e funcdao nas plantas, bem como a
aplicacdo destes compostos. Serd, também, apresentada uma revisdo do processo de
ESF e o emprego desta técnica para a obtencdo dos compostos fendlicos. Em um
capitulo especifico serdo descritas as atividades iniciais efetuadas no equipamento

piloto de ESF, existente na Universidade de Caxias do Sul, apresentando os
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procedimentos pré-operacionais e a definicdo dos procedimentos de extragcdao. Nos
capitulos que seguem serdo apresentadas a metodologia aplicada e os resultados
obtidos no trabalho. Por fim, descrevem-se as conclusdes e sugestdes para trabalhos

futuros.



1 Revisao bibliografica

Produtos naturais tém sua origem em plantas e sdo produzidos pelo
metabolismo vegetal, classificado como primdrio e secundario. O metabolismo
primario é responsavel pela producado de substancias indispensaveis a planta, as quais
se formam gracas ao processo fotossintético (CRUZ, NOZAKI e BATISTA, 2000). Ja no
metabolismo secundario sdo produzidos compostos ndo-essenciais a planta
(VERPOORTE, 2000).

O metabolismo secunddrio é caracterizado pela sua grande diversidade
guimica, porém é peculiar para cada organismo, podendo, também, interagir com os
demais organismos do ambiente. Durante muitos anos, os metabdlitos secundarios
foram considerados como substancias sem utilidade aparente para as plantas, mas,
atualmente, é aceito que estejam envolvidos nas relagdes da planta com o
ecossistema, agindo na defesa contra doencas ou na atracdo de polinizadores
(VERPOORTE, 2000).

As rotas metabdlicas de sintese, de degradacdo e de interconversao das
moléculas do metabolismo secunddrio podem ser vistas na Figura 1. Essa rota ocorre,
geralmente, durante alguns estagios particulares de crescimento e desenvolvimento
ou em periodos de estresse causados por limitacdes nutricionais ou ataque
microbioldgico. A origem de todos os metabdlitos secunddrios pode ser resumida a
partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios principais, o acido chiquimico
e o acetato. O acido chiquimico origina os aminodacidos aromaticos, precursores da
maioria dos metabdlitos secunddrios aromaticos. Alguns metabdlitos secunddarios
derivam ndo apenas de um desses intermedidrios, mas sdo resultantes da combinacao

de uma unidade de acido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados



REVISAO BIBLIOGRAFICA 16

deste, como é o caso das antraquinonas, dos flavondides e dos taninos condensados

(SANTOS, 2001).

GL!COLEpoIissacarideos

heterosideos

acido chiquimico _ _ acetil-CoA
\
’ ‘ B,
fenilalanina/  acido /ciclo do\
triptofano L - [ e \ via .
tirosina galico acido - condensagdo
; mevelonato
antraqm’r?onas \_ citrico /
flavondides et
alcaldides ! taninos condensados
——— taninos
inddlicos e . S——
S hidrolisaveis
quinolinicos
ornitina ; i acidos graxos
. isoprenodides ;
¥4 lisina acetogeninas
protoalcaldides s
I, acido
alcaldides L
5 e cinamico
isoquinolinicos e
benzilisoquinolinicos s
alcaldides
fenilpropandides pirrolidinicos,
tropanicos, terpendides
pirrolizidinicos, e esterois

. o piperidinicos e
lignanas e ligninas quinolizidinicos

cumarinas

FIGURA 1: Sintese, de degradacao e de interconversio das moléculas do

metabolismo secundario
FONTE: (SANTOS, 2001)

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados com base nas suas
caracteristicas quimicas, na origem da planta ou, ainda, na rota biossintética. Do ponto
de vista quimico, os compostos podem ser divididos em grupos com base em
caracteristicas tipicas, tais como alcaldides, caracterizados por uma base nitrogenada,
ou fendlicos que sdo caracterizados por anéis aromaticos com um grupo hidroxila
fendlica. Outros grupos ou subgrupos sdo baseados no tipo de esqueleto base, como
por exemplo, o antraceno, cumarina, quinona, indole, isiquinolina, entre outros
(VERPOORTE, 2000).

Do ponto de vista econbmico, os metabdlitos secundarios representam
importante valor, por fazerem parte da producdo de medicamentos, fragrancias,
sabores, corantes e inseticidas. O elevado potencial econémico proporcionado pela
biodiversidade natural faz aumentar a busca por novos medicamentos. Com isso, a

maior parte dos medicamentos encontrados atualmente é de origem natural ou
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derivados destes. H4 muitos anos, a humanidade tem o habito de tratar de doencas
utilizando plantas medicinais, embora esta técnica ndo esteja baseada em
fundamentos cientificos, acredita-se que o principio ativo dessas plantas encontra-se

no metabolismo secundario (VERPOORTE, 2000).

1.1 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que possuem,
pelo menos, um anel aromatico no qual um ou mais hidrogénios sdo substituidos por
um agrupamento hidroxila. Os vegetais, e grande parte dos microorganismos, tém a
capacidade de sintetizar o anel benzénico e, a partir dele, compostos fendlicos. Dentre
os compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais sdo
encontradas estruturas tao variadas quanto as dos acidos fendlicos, dos derivados da
cumarina, dos pigmentos hidrossoluveis das flores, dos frutos e das folhas. Além disso,
essa classe de compostos abrange as ligninas e os taninos, polimeros com importantes
funcbes nos vegetais. Ainda, estruturas fendlicas sdo encontradas fazendo parte de

proteinas, alcaldides e terpendides (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2001).

1.1.1 Classificagdo

Os compostos fendlicos podem ser classificados segundo o tipo de esqueleto
principal, conforme representado na Tabela 1, onde C6 corresponde ao anel

benzénico.

1.1.2 Flavondides

Flavondides sdo compostos Ci5 e todos tém a estrutura Ce—Cs—Cg (Figura 2) e
podem ser agrupados em trés grandes categorias, com base na sua estrutura geral. Em
cada caso, dois anéis benzénicos s3o ligados entre si por um grupo de trés carbonos. E
a disposi¢do do grupo Cs;, que determina a forma como os compostos sdo classificados

(VERMERRIS e NICHOLSON, 2006).
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TABELA 1: Classificagdao dos compostos fendlicos

Esqueleto basico

Classe de compostos fendlicos

Cé
c6-C1
c6-C2

c6-C3

c6-C4
C6-C1-C6
C6-C2-C6
C6—-C3-C6
(C6 - C3),

(C6 - C3-C6),
(C6)n
(C6 - C3)n
(C6 - C1)n

(C6 — C3-C6)n

Fendis simples, benzoquinonas

Acidos fendlicos

Acetofenonas e acidos fenilacéticos
Fenilpropandides: dcidos cinamicos e compostos analogos,
fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas
Naftoquinonas

Xantonas

Etilbenzenos, antraquinonas

Flavondides e isoflavondides

Ligninas

Diflavonodides

Melaninas vegetais

Ligninas

Taninos hidrolisaveis

Taninos condensados

Fonte: CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL (2001)

O termo fendlico ou polifenol pode ser definido como sendo uma substancia

que tem um ou mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou

seus derivados funcionais como os ésteres, metoxilas, glicosideos e outros (ZUANAZZI,

2001).

FIGURA 2: Nucleo fundamental de um flavonodide

Os flavondides apresentam importante funcdo no crescimento e

desenvolvimento das plantas. Muitas dessas tarefas sdo fundamentais para a

sobrevivéncia, como a atracdo de vetores animais para polinizacdo e dispersdo de

sementes, a estimulacdo de bactérias do tipo Rhizobium para fixacdo de nitrogénio, a

promocao do crescimento do tubo polinico e a reabsor¢do dos nutrientes minerais da

folhas velhas. Outra funcdo é fornecer uma vantagem competitiva para o crescimento

da planta, flavondides sdao conhecidos por melhorar a toleréncia a uma variedade de
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estressores abiodticos, sdo empregados como agentes de defesa contra herbivoros e
patégenos, além de ser a base para a interagdo alelopatica (capacidade das plantas
produzirem substancias quimicas que, liberadas no ambiente de outras, influenciam de
forma favoravel ou desfavoravel o seu desenvolvimento) com outras espécies vegetais
(GOULD e LISTER, 2006).

Os flavondides de origem natural apresentam-se frequentemente oxigenados
e um grande numero ocorre conjugado com agucares. Esta forma, chamada conjugada,
também ¢é conhecida como heterosideo. Quando o metabdlito (flavonodide,
antraquinona, terpenos, entre outros) encontra-se sem o acucar, é chamado
deaglicona ou genina, sendo comumente denominada de forma livre (ZUANAZZI,

2001). Alguns exemplos de flavondides podem ser vistos nas Figuras 3a 7.

OH
OH OH
OH o] OH 0
FIGURA 3: Canferol FIGURA 4: Quercetina
OH
HO 0]
OH
(0]
OH
OH 00—
O

OH OH OH

OH
FIGURA 5: Rutina
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OH

HO o

OH 0

FIGURA 6: Naringenina

1.1.3 Acidos cindmicos

OH

OH

OH O

FIGURA 7:

Taxifolina

Segundo Carvalho, Gosmann e Shenkel (2001), praticamente todos os

vegetais apresentam pelo menos um acido cinamico, dentre eles o acido p-cumarico

(Figura 8), o acido caféico (Figura 9), o acido sindpico (Figura 10) e o acido ferulico

(Figura 11).
0 OH
Z
OH
FIGURA 8: Acido p-cumadrico

0 OH
/
HACO OCHj
OH

FIGURA 10: Acido sinapico

o OH
7
OH
OH
FIGURA 9: Acido caféico

) OH
s
OCH;
OH

FIGURA 11: Acido ferulico
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O primeiro composto a ser identificado, na classe dos acidos cinamicos, foi o
acido clorogénico (Figura 12), encontrado por Payen em 1846 nos graos de café
(CARVALHO, GOSMANN e SHENKEL 2001). Nas plantas, o acido clorogénico apresenta
baixa toxicidade, mas pode atuar contra patégenos fracos (VERMERRIS e NICHOLSON,
2006).

FIGURA 12: Acido clorogénico

1.1.4 Aplicagbes dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, por estarem presentes nos vegetais, fazem parte da
alimentacdo humana. Observa-se importante papel destes compostos sobre o
organismo, na prevencdo de doencas cardiovasculares e de cancer, propriedades
antioxidantes e acdo contra toxinas (VERMERRIS e NICHOLSON, 2006). Isoflavondides
atuam principalmente na prevencdo do cancer de prostata, de colo do Utero e de
mama. Por apresentarem atividades antioxidantes, os isoflavondides também auxiliam
na preven¢ao de doengas cardiovasculares. O consumo destes fendlicos juntamente

com calcio previne a osteoporose (ANDERSEN e MARKHAM, 2006).

1.1.4.1 Acido clorogénico

Formula quimica: CigH1309

Férmula estrutural: Figura 12

Massa molar: 354,3 g/mol

Esse dacido foi isolado em 1907, na forma de um complexo cristalino,

denominado clorogenato de cafeina, a partir do qual se preparou um acido puro. O
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acido clorogénico é encontrado em uma gama de alimentos de origem vegetal. O café
€ uma das principais fontes do acido na dieta humana. Uma amplitude de fun¢des nas
plantas tem sido relacionada a presenca de acido clorogénico como, por exemplo, a
adstringéncia e a inibicdo das atividades enzimdticas relacionadas ao fim do estdgio de
dorméncia e ao inicio do processo de desenvolvimento da planta (DE MARIA e
MOREIRA, 2004).

A partir da década de 80, os efeitos protetores e deletérios do acido
clorogénico, sobre células de espécies do reino animal, foram abordados em diferentes
trabalhos, mostrando que o acido é um agente indutor de alteracdes no DNA de
mamiferos e apresenta efeito antioxidante na reducao da hemdlise e da peroxidacado

de hemdcias (OHNISHI et al., 1994).

1.1.4.2 Acido fertlico

Férmula quimica: C1gH1004

Formula estrutural: Figura 11

Massa molar: 194,18 g/mol

As propriedades do acido ferulico sdo semelhantes ao acido clorogénico,
porém apresenta maior atividade antioxidante (SOARES, 2002). O 4cido ferulico é um
dos ingredientes de muitos alimentos bioativos. Ele é encontrado em alimentos como,
por exemplo, o farelo de trigo, cereais integrais, frutas citricas, banana, café,

beterraba, repolho, espinafre e brécolis (ZHAO e MOGHADASIAN, 2008).

1.1.4.3 Rutina

Férmula quimica: C,7H30046

Férmula estrutural: Figura 5

Massa molar: 610,51 g/mol

A rutina é sintetizada pelas plantas como uma forma de protecdo contra a
radiacdo ultravioleta e algumas doencas (ROZEMA et al., 2002). A parte fendlica da
molécula é ligada com um agucar (parte hidrofilica da molécula). Isso faz com que o

efeito bioldgico da rutina seja reduzido, porém a solubilidade é aumentada. A rutina é
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um metabdlito secunddrio das plantas que se antagoniza a fragilidade capilar, reduz a
pressao arterial, reduz a permeabilidade dos vasos sanguineos, tem um efeito anti-

edema e reduz o risco de arteriosclerose (KREFT, FABJAN e YASUMOTO, 2006).

1.1.4.4 Quercetina

Férmula quimica: Cy5H1005

Férmula estrutural: Figura 4

Massa molar: 302,23 g/mol

A quercetina apresenta, da mesma forma que a rutina, protecdo contra a
radiacdo ultravioleta nas plantas. Ela estd presente em alimentos, incluindo vegetais,
frutas, chd e vinho tinto. Diversas propriedades biolégicas da quercetina foram
relatadas como benéficas para a saude humana, incluindo a prote¢do contra varias
doencas, como osteoporose, certos tipos de cancer pulmonar, doencas

cardiovasculares e envelhecimento precoce.

1.1.4.5 Canferol

Férmula quimica: C;5H1006

Férmula estrutural: Figura 3

Massa molar: 286,23 g/mol

O canferol é um composto fendlico bastante encontrado na dieta humana.
Pode ser encontrado em chds, nos brdcolis, na toranja, entre outras fontes vegetais. E
atribuido ao canferol o papel de prevencdo dos efeitos pds-menopausa, protecao
contra doencas cardiovasculares e osteoporose. Além disto, o canferol pode auxiliar no
combate ao cancer de prdstata e pulmao, pela inibicdo da degradacao do nucleo de
DNA (WANG et al., 2009). Uma fonte rica em canferol é o Ginkgo biloba que pode

auxiliar no combate ao Mal-de-Alzheimer (LEUNG et al., 2007).
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1.2 Butia

O género Butia (Figura 13) apresenta diferentes espécies e subespécies, tais
como B. archeri, B. capitata, B. odorata, B. eriospata, B. microspadix, B. paraguayensis,
B. purpurascens, B. lallemantii e B. yatay. No Brasil, ocorrem em Minas Gerais, Bahia,
Parana, Goias, Mato Grosso, S3o Paulo, Santa Catarina e Rio Grande o Sul; podem
ocorrer, também no Uruguai, Argentina e Paraguai (HENDERSON, GALEANO e BERNAL,
1995; LORENZI et al., 2004).

A maioria das espécies apresenta troncos simples, espessos, de até 10 m de
altura e de 30 a 45 cm de diametro, com cicatrizes dos restos de peciolos. Suas folhas
sdo arqueadas e de coloracdo verde cinzenta, tendo 1 a 2 m de comprimento, sendo
sustentadas por peciolo de 0,60 a 0,75 cm de comprimento, geralmente espinhoso e
pina com até 55 pares, distribuidas regularmente ao longo da raque. A inflorescéncia é
ramificada com até 150 ramos distribuidos ao longo de um cacho de até 1 m. Os frutos
sao globulosos de polpa amarelo-alaranjado de sabor agridoce. Os caroc¢os sao, da
mesma forma, globulares com 1 a 3 compartimentos onde se encontram as sementes
(REITZ, 1974, LORENZI et al., 1996; LORENZI, 2004).

A madeira do butid pode ser utilizada em construcdes rusticas. Os frutos sdo
comestiveis e muito apreciados pelas populagdes locais, que os consomem ao natural
ou na forma de licores ou geléias. A améndoa é comestivel e fornece dleo alimentar.
As folhas sdo utilizadas para a fabricacdo de chapéus, cestos, cordas e para o
enchimento de colchdes e estofados. Os frutos sdo também consumidos por diferentes
espécies de pdassaros. A darvore é extremamente ornamental e utilizada para
paisagismo (LORENZI, 2004).

Pela acdo do homem no transporte de sementes, ou pela facilidade de
hibridacdo das mesmas, é encontrada uma grande variedade de caracteres
morfoldgicos neste género. Em vista desta dificuldade, os estudos morfoldgicos e
fitoquimicos podem auxiliar na identificacdo das espécies deste género (ROSSATO,

2007).
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FIGURA 13: Arvores do género Butia
Foto: Daniel Toss, 2009

1.2.1 Presen¢a de compostos fendlicos no butia

Muito poucos sao os trabalhos cientificos a respeito da caracterizacdo quimica
do butia. Uma referéncia sobre o assunto é o trabalho de Faria et al. (2008) que
caracterizaram a polpa dos frutos de butia. Os autores trabalharam com a polpa in
natura de 6 diferentes amostras de butid de mesma espécie. As analises realizadas
foram para a identificacdo, dentre outros compostos, a vitamina C, presente em teores
de 38 a 73 mg/100 g de polpa e a pro-vitamina A, numa concentracdo entre 50 e 290
mg/100 g de polpa. Os compostos fendlicos totais também foram identificados.
Representados como catequina equivalente, o teor encontrado foi entre 163 a 259
mg/100 g de polpa e, compostos fendlicos totais representados como acido tanico, a

concentragdo encontrada foi entre 78 e 166 mg/100 g de polpa.
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1.3 Fluidos supercriticos

O ponto critico é quando, ambas, temperatura e pressdo se encontram nos
valores criticos. Para valores acima do ponto critico entende-se que a substancia se
encontra no estado supercritico. O que define a escolha de um solvente para a
aplicagdo da ESF sdo suas propriedades, como pressdo e temperatura critica,
polaridade e poder de extracdo. O fluido mais empregado em processos de extracdo
em condi¢cOes supercriticas é o didxido de carbono (CO;), sendo que pequenas
modificacbes na sua temperatura e pressdo provocam alteragdes em suas
propriedades, como difusividade, viscosidade e tensdo superficial (MUKHOPADHYAY,
2000).

1.3.1 Propriedades dos fluidos supercriticos

Algumas substancias, com suas respectivas temperaturas (T.) e pressdo

criticas (P.), sdo apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2: Temperatura e pressao criticas de algumas substancias

Fluido T. (°C) P. (bar)
agua 374,0 217,7
amonia 132,4 111,3
clorodifluorometano 96,4 48,5
clorotrifluorometano 29,0 38,7
dioxido de carbono 31,0 72,9
hexafluorido sulfurico 45,5 37,1
monodxido de dinitrogénio 36,5 71,7
propano 96,8 42,4
triclorofluorometano 198,0 43,5
trifluorometano 25,9 46,9
xenonio 16,6 57,6
etanol’ 240,7 61,4

Fonte: Adaptado de TAYLOR (1996).
1Adaptado de Bruner, 1994

O didéxido de carbono é o solvente mais adequado para aplicacdo da
tecnologia de extracdo com fluido supercritico, por apresentar diversas caracteristicas

(BRUNER, 1994), tais como:
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e é ndo-toxico;

e n3do éinflamavel;

e exibe baixa temperatura e pressao critica, quando comparado a outras
substancias;

e apresenta grande poder de solvéncia;

e comercialmente é encontrado com alta pureza;

e é ambientalmente compativel, ou seja, ndo gera poluigdo.

Os estados fisicos do dioxido de carbono (CO,) podem ser descritos pelo
diagrama de fases, como mostra a Figura 14. O diagrama pressao-temperatura do CO,
apresenta trés linhas que representam a sublimacdo, a fusdo e a vaporizacdo. Estas
linhas também delimitam as regides correspondentes ao estado gasoso, sdlido e
liquido. Sobre estas linhas identificam-se os pontos de equilibrio entre duas fases. A
pressdo de vapor tem seu inicio no ponto triplo e finaliza no ponto critico. A regido de
fluido supercritico tem sua origem no ponto critico. Neste ponto é definido um fluido
supercritico, como qualquer substancia que esta acima de sua pressdo critica (Pc) e
temperatura critica (Tc). A temperatura critica é, portanto, a maior temperatura na
gual um gas pode ser convertido em liquido por um incremento de pressdo. A pressdo
critica é, analogamente, a maior pressao na qual um liquido pode ser convertido a um
gas por um incremento de temperatura. A regido de fluido supercritico caracteriza-se
por apresentar apenas uma fase, com algumas das propriedades mais préximas as dos
gases e outras mais proximas as dos liquidos. Didxido de carbono subcritico (liquido) é
encontrado na regido triangular formada pelas curvas de fusao, de vaporizacdo e pela

linha que define a pressao critica (BRUNER, 1994).
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Pressao
(bar)
linha de fusdo
/y fluido
supercritico
solido
linha de vaporizacdo ponto critico
Pc I . W
(73,8 bar)
liquido
ponto; |
triplo gasoso I
inha de sublimacdo |
Tc (31,06 °C) T(eC

FIGURA 14: Diagrama de fases para o CO,
Fonte: Adaptado de TAYLOR (1996).

O poder de solvéncia do CO, supercritico tem elevada dependéncia com a
temperatura e pressdo. Ambas as propriedades influenciam na massa especifica
(diretamente proporcional a pressdo) e na pressdo de vapor — diretamente
proporcional a temperatura (BRUNER, 1994). Observa-se um acréscimo da solubilidade
com incrementos da massa especifica. Ao mesmo tempo, um valor fixo de massa
especifica, provoca um acréscimo de solubilidade com o aumento da temperatura.
Para uma substancia, cuja temperatura esta logo acima da temperatura critica, sua
massa especifica eleva-se rapidamente por modestos aumentos de pressao. Por outro
lado, altas pressGes sdo necessarias para elevar a massa especifica de uma substancia,
quando esta se encontra a uma temperatura muito acima da temperatura critica
(TAYLOR, 1996).

A Tabela 3 mostra, em maiores detalhes, a pressdo (em bar) requerida para se
obterem determinados valores de massa especifica, em diferentes temperaturas do
CO,. Observa-se que, para elevadas temperaturas, torna-se necessario um maior
incremento de pressao, quando comparado a temperaturas mais baixas, para se elevar

o valor da massa especifica (TAYLOR, 1996).



REVISAO BIBLIOGRAFICA 29

TABELA 3: Pressdo (em bar) para cada par massa especifica e temperatura do CO,

Massa
especifica 40 2C 50 2C 60 2C 70 eC 80 2C 90eC 100°C 110°C 120°¢C

(g/mL)
1,00 526 618
0,95 383 463 544 644 680
0,90 281 350 420 489 518
0,85 211 269 329 401 447
0,80 164 213 264 314 365 416 467
0,75 134 175 218 261 305 384 392 436 510
0,70 115 150 187 223 260 297 334 372 425
0,65 104 133 165 196 227 259 290 322 354
0,60 97 122 149 176 203 229 256 284 311
0,55 93 115 138 161 183 206 230 252 276
0,50 91 109 129 148 168 188 207 227 246
0,45 89 104 122 138 155 172 188 205 221
0,40 87 100 115 129 143 157 171 185 197
0,35 84 96 108 120 132 144 155 167 178
0,30 81 90 101 111 121 130 140 149 158
0,25 77 84 93 100 108 116 123 130 137
0,20 70 75 82 88 94 99 105 110 116

Fonte: Adaptado de TAYLOR (1996).

Fluidos supercriticos exibem propriedades fisico-quimicas intermedidrias
entre aquelas de um liquido e de um gds. Associada a elevada massa especifica, que
também oferece boas propriedades de solvéncia, os fluidos supercriticos apresentam,
difusividade elevada e viscosidade baixa, quando comparados aos liquidos (BRUNER,
1994). A Tabela 4 possibilita a comparacdo de alguns parametros importantes para

gases, liquidos e fluidos supercriticos.

TABELA 4: Comparacgdo entre alguns parametros dos diferentes estados fisicos das
substancias

Massa Viscosidade . .
rps e A s Coeficiente de
especifica dinamica difus3o (cmZ/s)
(g/mlL) (g/cm.s)
Gds (ambiente) 0,0006 -0,002 0,0001-0,003 0,1-0,4
Fluido supercritico 02-05 0,0001 — 0,0003 0,0007
(To Po)
Liquidos (ambiente) 0,6-1,6 0,002 -0,03 0,000002 - 0,00002

Fonte: Adaptado de TAYLOR (1996).
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1.3.1.1 Fluidos supercriticos modificados

O poder de dissolucdo é, também, influenciado pela polaridade do solvente.
Por regra, solventes polares dissolvem moléculas polares e solventes apolares
dissolvem moléculas com mesma polaridade. Assim, a capacidade de solvéncia do CO,
é limitada pela sua natureza apolar, podendo atuar na dissolucdo de moléculas
apolares. Essa limitacdo pode ser contornada pela adicdo de outras substancias ao
CO,, chamadas de modificadoras de polaridade, ou também de cossolventes. Um
cossolvente para o CO, é, normalmente, um liquido polar nas condigdes ambientes. A
mistura entre CO, e cossolvente gera complicacdes no comportamento de fases, uma
vez que a temperatura e a pressao critica do CO, sdo alteradas. A temperatura critica
da mistura se encontra entre aquelas dos dois componentes puros. Da mesma forma,
a pressdo critica apresenta um valor entre o do CO, puro e o do liquido modificador
puro. Assim como a adi¢do de um cossolvente eleva o poder de solvéncia, o efeito da
transferéncia de massa também pode ser alterado, especialmente se o cossolvente

interagir com o soluto (TAYLOR, 1996).

1.4 Extracao com fluido supercritico (EFS)

A extracdo com fluido supercritico, ou simplesmente EFS, é caracterizada pelo
contato direto e continuo do solvente (fluido supercritico) com o substrato, que é
mantido na forma de um leito fixo. Desta forma, o solvente passa através do leito e
extrai os compostos de interesse. Duas principais etapas descrevem esse processo: a
extracdo e a separacdo da mistura de solvente e extrato (BRUNNER, 1994). A Figura 15
mostra esquematicamente um processo de extracdo com fluido supercritico com
reciclo do CO,. O equipamento utilizado no processo é composto basicamente por um
vaso extrator, uma valvula de reducdo de pressao (restritor), um vaso de separacdo e
uma bomba de alta pressdao. A matriz de extracdo é alimentada no vaso extrator. O
fluido supercritico atravessa a matriz e realiza a extracdao dos compostos de interesse.
A mistura de CO, e compostos extraidos passam inicialmente por uma valvula, onde é

reduzida a pressdo, e, apds, chegam ao vaso separador. Neste vaso os compostos
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extraidos sdo separados do CO,, que, por sua vez, retorna ao processo na forma de

reciclo e, os extratos sdo, entdo, coletados (MUKHOPADHYAY, 2000).

— |

A 3

Valvula de reduggo
da pressdo

Alimentagdo

Bomba

Extrator

Separador

Extrato

FIGURA 15: Esquema do processo de ESF

Fonte: MUKHOPADHYAY, 2000 (traduzido pelo autor)

1.4.1 Bombas para o solvente

Na maioria dos sistemas analiticos de EFS, o fornecimento de fluido

supercritico é baseado em bombas de pistdo, ou entdo, de seringa. Estes tipos de

bomba, apesar de apresentarem elevado custo, permitem trabalhar numa grande faixa

de vazdo, além de proporcionar uma dosagem precisa (TAYLOR, 1996). Uma

caracteristica negativa das bombas de pistao e seringa é o fluxo pulsado, uma vez que

a vazao cessa no momento em que a bomba é alimentada. Uma alternativa para

contornar esta situacdao é o emprego de duas ou mais bombas ou a sua substituicdo

por bombas de diafragma, onde a vazdo fornecida é continua. Nos processos que

fazem uso de fluidos supercriticos a pressdao de saida da bomba é, geralmente,

elevada. Assim, torna-se necessario o resfriamento da cabeca da bomba, evitando a

cavitacdo (YORK, KOMPELLA e SHEKUNQV, 2004).
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1.4.2 Vaso de extragdo

Vasos de extracdo utilizados em processos supercriticos sdao fabricados
comumente, em ago inoxidavel do tipo 316. As mais importantes caracteristicas dos
vasos sdo a capacidade de resistir as altas pressdes e a auséncia de vazamentos. O
formato de um vaso normalmente é longo e com diametro reduzido. Este formato
permite uma melhor vedacdo e resisténcia a pressdo, porém o perfil ndo interfere nos

resultados da extracao (TAYLOR, 1996).

1.4.3 Adi¢do de cossolvente

Cossolventes podem ser introduzidos diretamente no fluido ou no vaso de
extracdo, sobre a matriz. A forma de adicao no fluido pode ser por mistura prévia no
cilindro ou, entdo, por intermédio de uma bomba especifica para o cossolvente. Alguns
problemas sao identificados quando o cossolvente é misturado no cilindro como, por
exemplo, o cossolvente pode ficar no fundo do cilindro, sendo obrigatéria uma
agitacao constante. Além disto, cilindros com a mistura pronta, na fracdo desejada,
devem estar disponiveis comercialmente (TAYLOR, 1996).

A forma de adicdo por intermédio de uma bomba especifica para o
cossolvente é outra alternativa. Porém este método requer um sistema mais
sofisticado de bombeamento. Um critério que deve caracterizar uma bomba de
cossolvente é a precisdao na dosagem, uma vez que a fracdo de cossolvente é uma
variavel importante de estudo. Usualmente, bombas do tipo seringa sdo empregadas
para a dosagem precisa, uma vez que estas sdo capazes de adicionar pequenas
guantidades de cossolvente diretamente na célula de extracdo.

A escolha da forma de se introduzir o cossolvente depende das caracteristicas
da matriz de extracdo e dos analitos. Se o cossolvente tem a capacidade de quebrar a
interacdo entre a matriz e o analito, a introducdo direta na matriz é a mais
recomendada, com a finalidade de maximizar o efeito do modificador. Porém alguns
problemas sdo identificados como, por exemplo, se a matriz apresentar um volume
elevado, a quantidade de cossolvente pode ndo ser suficiente para banhar toda a

matriz (TAYLOR, 1996).
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1.4.4 Leito de extragdo

Torna-se importante a andlise do leito de extragdao para entender o
mecanismo de transporte de substancias através dele. O transporte de substancias da
fase solida para o fluido de extragdao pode ocorrer tanto na superficie como no interior
das particulas, ou seja, ele é dependente da morfologia das particulas e do leito
formado por elas. Quando se trabalha com particulas vegetais, algumas varidveis como
espécie da planta, época de colheita e tratamento pds-colheita influenciam na
formacao da matriz de extragdo. Outro fator relevante, o qual influencia diretamente
na formacao do leito, é o tratamento aplicado antes da extracdo, como por exemplo,
moagem e separacao granulométrica. Muitas outras questdes podem ser avaliadas
com a finalidade de caracterizar o meio vegetal de extracdo. Um exemplo disto é a
localizacdo das substancias de interesse para a extracdo, que podem estar adsorvidas
na superficie das particulas e, muitas vezes, no interior das células vegetais (BRUNER,
1994).

A sequéncia de mecanismos de transporte é descrita pelas seguintes etapas
(BRUNER, 1994):

e a matriz vegetal absorve o solvente supercritico e outros fluidos possivelmente
acrescidos no processo. A estrutura da célula dilata, ou seja, a membrana
celular e os canais intercelulares sdo alargados. A resisténcia ao transporte de
massa é, entdo, reduzido;

e em paralelo, os compostos misciveis sdo dissolvidos pelo solvente;

e 0s compostos misciveis sdo transportados para a superficie externa do sdlido.
Difusdo é o mecanismo mais importante observado;

e 0s compostos dissolvidos passam através da superficie externa do sélido. Uma
mudanca de fase pode ocorrer neste local;

e 0s compostos sdo transportados da camada superficial para o solvente

supercritico e, entdo, removidos da superficie da matriz vegetal.
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1.4.5 Restritor

Restritores sdo utilizados para regular a pressdo de operacao e se localizam
imediatamente apds a célula de extracdo. Para esta fungdo, sdo utilizados tubos
capilares de silica ou valvulas micrométricas. Os tubos capilares restringem a passagem
do fluido pelo mindsculo diametro do orificio. Uma desvantagem é a impossibilidade
de se trabalhar com vazdes variadas. As valvulas micrométricas sao os restritores mais
comuns e permitem variar a vazao de operagdo. Dois tipos de valvulas micrométricas
sao empregados, as de controle manual e as de controle automdatico (TAYLOR, 1996).

Ao passar pelo restritor, principalmente do tipo valvula micrométrica, o fluido
sofre uma descompressao brusca, atingindo a pressdo ambiente, e sua temperatura
decresce rapidamente. Para que ndo ocorra congelamento na vdlvula, torna-se

necessario o fornecimento de calor.

1.4.6 Coleta dos extratos

Para bem avaliar o rendimento na extra¢ao, torna-se necessaria a coleta total
dos extratos. Cada composto presente nos extratos apresenta um nivel de dificuldade
de coleta. Compostos mais volateis sdao naturalmente mais dificeis de serem coletados,
sendo a dificuldade diminuida na medida em que a volatilidade diminui.

Elementos capazes de aprisionar os extratos sdo chamados de coletores, que
podem ser sélidos (ativos ou inertes), liquidos ou simplesmente constituidos por um
frasco vazio.

Um coletor sélido inerte é formado por um leito poroso de vidro, de aco
inoxidavel ou qualquer outro material que ndo sofra reacdo quando em contato com o
extrato. O que se observa num coletor desta morfologia é a aderéncia dos compostos
precipitados dos extratos no leito, permitindo apenas a passagem do CO, no estado
gasoso. O resfriamento a baixas temperaturas pode auxiliar consideravelmente a
aderéncia. Apds a extracdo, este tipo de coletor necessita passar por uma lavagem
com solvente organico para a recuperacao dos extratos precipitados. Baseados no
mesmo conceito estdo os coletores constituidos por frascos vazios, porém estes

devem necessariamente permanecer sob refrigeracdo. Um coletor de frasco vazio
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apresenta vantagem por n3ao necessitar o emprego de solventes de lavagem, podendo
o extrato, passar diretamente para o procedimento analitico (TAYLOR, 1996).

Membranas também se comportam como coletores sdélidos inertes na ESF. As
vantagens relacionadas em sua utilizacdo é a possibilidade de coletar o extrato na
pressdo supercritica, sem a necessidade de restritor. Desta forma o CO,, livre dos
compostos extraidos e com pressdo elevada, pode retornar ao processo na forma de
reciclo, aumentando a viabilidade econémica da ESF (CARLSON et al., 2005).

Um coletor sélido ativo é confeccionado com material capaz de interagir com
os compostos do extrato. Além de realizar o aprisionamento, este tipo de coletor pode
apresentar, dependendo da escolha do material, uma seletividade para determinados
compostos. A disposicdo em série de coletores ativos de diferentes seletividades pode,
desta forma, realizar uma separacao dos extratos (TAYLOR, 1996).

Coletores liquidos estdo entre os mais comuns e de mais simples emprego.
Sua utilizacdo envolve a descompressdo diretamente em um frasco contendo um
solvente organico (metanol pode ser empregado como solvente para compostos
polares e diclorometano para compostos apolares). Os compostos do extrato sdo
dissolvidos no solvente, enquanto que o CO, despressurizado é ventilado para o

ambiente (TAYLOR, 1996).

1.4.7 Aplicagoes da ESF

A ESF é atualmente conhecida por ser um processo rapido e sem geragao de
contaminantes aplicada na industria alimenticia, farmacéutica, entre outras. A
extracdo em larga escala é aplicada desde 1970, para a remogao de cafeina de café e
cha, para o refino de dleos comestiveis e a obtencdo de fragrancias e aromas de
especiarias, ldpulo e outros vegetais (MUKHOPADHYAY, 2000). Na Tabela 5, sdo
listados alguns processos conhecidos.

Sabe-se que vegetais sdo ricos de compostos fendlicos. A extracdo destes
compostos pode fornecer uma valiosa fonte de produtos naturais, que atuam como
antioxidantes (MUKHOPADHYAY, 2000). Muitos sdo os estudos da aplicacdo da ESF na

obtengdo de compostos antioxidantes, alguns exemplos sao resumidos em sequéncia.
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TABELA 5: Aplicagoes de EFS

Descafeinizacdo de café e chas
Extracao de 6leos e oleoresina de especiarias
Extracao de 6leos de sementes vegetais
Obtencao de fragrancias, aromas e perfumes
Extracdo do lUpulo amargo
Extracdo de fitoterapicos
Estabilizacdo de sucos de frutas
Extracao de lanolina da Ia
Remocao de gorduras de fast foods
Remocao de colesterol de gema de ovo e tecidos animais
Extracdo de antioxidantes a partir de materiais vegetais
Extracao de corantes alimentares naturais
Remocdo da nicotina do tabaco

Fonte: adaptado de Mukhopadhyay, 2000

Yu et al. (2007) utilizaram a EFS para a obtencdo de naringina das sementes de
toranja. As sementes foram inicialmente desidratadas e moidas, sendo utilizadas 35 g
em cada experimento. CO, foi utilizado nos experimentos juntamente ao etanol,
utilizado como cossolvente. A taxa volumétrica de CO, foi de 5 L/mim e as variaveis
analisadas foram pressao (345, 414 e 483 bar), temperatura (40, 50 e 60°C) e teor de
cossolvente adicionado nas rela¢des volumétricas de 10, 20 e 30% frente ao volume de
CO,. O tempo de extracao foi de 40 min. Os maiores rendimentos em naringina foram
encontrados nas condicdes de 414 bar, 50°C e 20% de cossolvente, resultando em 20
mg de naringina/100 g de sementes desidratadas.

Piantino et al. (2008) aplicaram a EFS para a obtencdo de compostos fendlicos
das folhas de Baccharis dracuncunlia. As folhas foram desidratadas com circulagao
forcada de ar a 40°C, moidas e guardadas a -10°C. O equipamento utilizado no trabalho
tinha vaso de extracdo com capacidade de 50 mL. 7 g de folhas moidas foram
colocadas no interior da célula de extracdao e 0,624 kg de CO, foi bombeado. Esse
processo inicial permaneceu por 20 min em equilibrio. Na sequéncia, CO,, sem adicdo
de cossolvente, foi acrescentado a célula a uma taxa de 0,144 kg/h. As variaveis
estudadas foram pressao (200, 300 e 400 bar) e temperatura (40, 50 e 60°C). Outra
varidvel estudada foi o tempo, sendo avaliados os rendimentos como fun¢do da massa

de CO,; alimentada na célula. Os maiores rendimentos obtidos foram nas condi¢des de
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60°C e 400 bar, resultando em 409,7 mg de compostos fendlicos/100 g de folhas
desidratadas.

Wang et al. (2008) estudaram a EFS na obtencgdo de flavondides das raizes de
Pueraria lobata. As raizes foram desidratadas e moidas. 40 g de raizes foram colocadas
no vaso do equipamento de extracdo de capacidade de 250 mL. A extracdo iniciou por
um periodo estatico de 10 min, seguido por mais 80 min, onde CO, foi bombeado a
uma taxa volumétrica de 20 L/h. Etanol foi adicionado como cossolvente nos volumes
de 0,1, 0,15 e 0,2 L. Outras varidveis analisadas foram a pressao (150, 200 e 250 bar) e
temperatura (40, 50 e 60°C). Os rendimentos em flavondides foram expressos com
rutina equivalente (RE). As melhores condi¢des de extragao foram 200 bar, 50°C e 0,15
L de cossolvente, resultando em 1730 mg de RE/100 g de raizes desidratadas.

Cassas et al. (2010) extrairam resveratrol (RES) do residuo vinicola da espécie
Palomino fino. O residuo foi coletado ainda Umido na vinicola e, em seguida,
desidratado em forno mantido a 60°C no periodo de 48h. O residuo foi separado em
bagaco, sementes, engaco e casca, sendo todas as partes moidas. 4,6 g de cada
amostra foram utilizados para os experimentos. O equipamento utilizado apresentou
vaso de extracdo com capacidade de 10 mL e a taxa de solvente (CO, e cossolvente)
aplicada foi de 0,048 kg/h. As variaveis analisadas foram pressdo (100 e 400 bar) e
temperatura (35 e 55°C). Os testes foram realizados com e sem a presenca de
cossolvente (etanol). Nas extracGes com cossolvente foram adicionados 5% de etanol.
Os melhores rendimentos em RES foram encontrados nas condicdes de 400 bar e
presenca de cossolvente. Para as sementes e o bagaco a melhor temperatura foi de
55°C, resultando em 11,1 mg de RES/100 g e 19,2 mg de RES/100 g de sementes e
bagaco desidratado, respectivamente. J& para os engacos e as cascas, a melhor
temperatura foi de 35°C, totalizando 0,9 mg de RES/100 g e 49,1 mg de RES/100 g de
engacos e cascas desidratados, respectivamente.

Gelmez, Kincal e Yener (2009) obtiveram antioxidantes do germe de trigo
torrado, utilizando EFS. O germe de trigo, composto de particulas com tamanho de
0,75 mm, foi torrado a uma temperatura de 216°C por 7 min e guardado a uma
temperatura de -18°C. A taxa de CO, utilizada nos experimentos foi constante e igual a
0,12 kg/h, sem a adigdo de cossolvente. As varidveis analisadas foi pressdo (148 a 602

bar), temperatura (40 a 60°C) e tempo de extracdo (10 a 60 min). Os extratos foram
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quantificados quanto aos compostos fendlicos totais (CFT), representados como acido
galico equivalente (AGE). Os melhores resultados foram encontrados nas condigdes de
240 bar, 56°C e 20 min de extracgdo, resultando em 26,4 mg de AGE/100 g de germe de
trigo torrado.

Liza et al. (2010) aplicaram a EFS para a obtengdo de flavondides das folhas de
Strobilanthes crispus. As folhas foram desidratadas em forno com circulagdo forgada
de ar a 40°C por 24h e guardadas em ambiente escuro. Para os experimentos as folhas
foram moidas, resultando em particulas com tamanho de 0,5 mm, sendo utilizadas 30
gramas em cada corrida experimental. O equipamento utilizado no experimento
apresentou vaso de extragdo com capacidade de 500 mL. A taxa de CO, empregada foi
de 0,6 kg/h e a taxa de etanol, utilizado como cossolvente, foi de 0,06 kg/h, resultando
num teor mdssico de cossolvente de 9,1%. As varidveis analisadas foram pressao (100,
150 e 200), temperatura (40, 50 e 60°C) e tempo de extra¢do (40, 60 e 80 min). Os
extratos foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
melhores condi¢cbes de extracdao foram definidas como 200 bar, 50°C e 60 min,
resultando em 3,98 mg de flavondides/100 g de folhas desidratadas.

Cavero et al. (2006) trabalharam com a EFS aplicada as folhas de orégano. As
folhas foram desidratadas e moidas, resultando num teor de umidade de 16% e
tamanho de particula de 0,25 a 0,50 mm. O vaso do extrator utilizado no equipamento
apresentou volume de 285 mL. 75 g de folhas foram utilizadas em cada corrida
experimental. As varidveis analisadas foram pressdao (150, 250 e 350 bar) e
temperatura (40 e 60°C). Etanol foi adicionado como cossolvente nos niveis de 0, 4 e
7%. Os rendimentos foram expressos como massa total de extrato/100 g de folhas
desidratadas. Os extratos foram avaliados quanto ao poder de redu¢do do radical
DPPHe. A corrida com condicdes de 250 bar, 40°C e 4% de cossolvente apresentou
maior atividade antioxidante.

Chiu et al. (2002) estudaram a EFS para a obtencao de flavondides das folhas
de Ginkgo, obtidas comercialmente. As folhas foram moidas e 20 g foram utilizadas em
cada corrida. O equipamento utilizado apresentou vaso de extracdo de 300 mL e a taxa
de CO, foi de 5 mL/min. As varidveis analisadas foram pressdo (242 e 312 bar) e
temperatura (60, 70, 80 e 120°C). Etanol foi adicionado como modificador de

polaridade, nas concentracdes molares de 5, 10, 12 e 24%. Os melhores rendimentos
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foram encontrados nas condi¢des de 312 bar, 60°C e 24% de cossolvente, resultando
em 134,2 mg de flavondides/100 g de folhas.

Castro-Vargas et al. (2010) estudaram a EFS para a obtencdo de compostos
fendlicos a partir das sementes de goiaba, obtidas dos residuos das industrias de
geléias. As sementes foram lavadas e desidratadas a temperatura ambiente até
umidade de 11,8%. Em cada corrida experimental foram utilizadas 30 g de sementes
moidas com particulas com tamanho de 0,2 a 0,5 mm. O vaso de extracdo do
equipamento utilizado apresentou capacidade de 50 mL. As varidveis estudadas foram
pressdo (100, 200 e 300 bar) e temperatura (40, 50 e 60°C). Etanol a 10% massico foi
utilizado como cossolvente. O método empregado iniciou-se pela pressurizacdo da
célula de extracdo com CO, e etanol, j&d com as sementes, permanecendo por 30 min.
Na sequéncia a célula foi despressurizada e os extratos coletados. Este procedimento
foi repetido por 4 vezes, totalizando 2h de extracdo. As melhores condi¢des
encontradas neste trabalho foram pressio de 100 bar e temperatura de 60°C,
fornecendo um rendimento em CFT de 153 mg de AGE/100 g de sementes
desidratadas.

Bimakr et al. (2010) aplicaram a EFS para a obtencao de flavondides a partir
das folhas de menta. As folhas foram desidratadas em forno com circulacdo de ar a
40°C, por 24h. 30 g de folhas moidas, com tamanho de particulas de 0,525 mm. O
equipamento utilizado no estudo apresentou capacidade de 500 mL. A taxa massica de
CO, empregada foi de 0,9 kg/h. etanol foi utilizado com cossolvente, bombeado a uma
taxa de 0,18 kg/h, resultando num teor de cossolvente de 16,7%. As varidveis
investigadas foram a pressdo (100, 200 e 300 bar), temperatura (40, 50 e 60°C) e
tempo de extracdo (30, 60 e 90 min). Os extratos foram analisados por CLAE. Os
melhores rendimentos foram encontrados nas condi¢es de 200 bar, 60°C e 60 min de
extracdo. Nestas condi¢cdes foi encontrada a catequina (0,85 mg/100 g de folhas
desidratadas), a epicatequina (0,95 mg/100 g de folhas desidratadas), a rutina (0,90
mg/100 g de folhas desidratadas), a miricetrina (0,71 mg/100 g de folhas
desidratadas), a luteolina (3,98 mg/100 g de folhas desidratadas), a apigenina (1,64
mg/100 g de folhas desidratadas) e a naringenina (1,51 mg/100 g de folhas

desidratadas).
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A tecnologia de extragdao com fluido supercritico pode ser aplicada para a
obtengao de compostos fendlicos utilizando, ou ndo, cossolventes como modificadores
de polaridade. A faixa de pressao estudada nos diferentes trabalhos varia de 100 a 600

bar e a faixa de temperatura avaliada é de 35 a 120°C.



2 Pré-operagao do equipamento piloto de EFS

Previamente a etapa experimental de EFS neste trabalho, foi necessaria a realizagao
da pré-operacdao no equipamento piloto de extracdo. O equipamento foi projetado e
montado pela empresa de projetos TRENDTECH. A pré-operacdo permitiu realizar testes
com o equipamento, além da descricio dos processos de manutencdo e seguranca
operacional.

O fluxograma do processo de EFS, que descreve o equipamento presente no
laboratério de Oleos Essenciais da Universidade de Caxias do Sul, pode ser visto na Figura 16.

Este equipamento foi utilizado para a execuc¢do do presente trabalho.
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FIGURA 16: Fluxograma do processo de EFS
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A seguir é apresentada uma descricdo dos componentes do equipamento:

V1
; g Vaso do solvente (C1): disponibiliza o solvente

de extracdo. Para o caso especifico sdo utilizados
cilindros comerciais de CO, no estado liquido. A
alimentacdao de CO, é acionada pela abertura da

valvula V1, que estd acoplada ao cilindro.

c1
Vaso de cossolvente (C2): disponibiliza o

cossolvente para ser utilizado em processos que
requerem um modificador de polaridade.
Normalmente o vaso C2 é o préprio recipiente do

cossolvente.
c2

Bomba (B1) do tipo diafragma e da marca
ProMinent®-Dosadora Orlita Triplex: é composta
por trés cabecas. Duas delas (B1.1) sdo responsaveis

pelo bombeamento do solvente de extra¢dao sendo

a terceira (B1.2) responsavel pelo bombeamento do
cossolvente. A conexdo BM1 divide o fluxo de CO,
para as duas cabecas. A conexao BM2 une o fluxo
de CO, com o fluxo de cossolvente, ambos efluentes

da bomba.

AC1
Acumulador (AC1): minimiza a pulsacdo de pressdo

ocasionada pela bomba, de forma a auxiliar na manutencdo da

pressao do vaso de extracao.

Valvula de seguranca (V1): dispositivo mecanico responsavel

Vi pela seguranca operacional do equipamento. E uma vélvula do tipo
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alivio (marca W.Burguer modelo 2602) ajustada para ser acionada

automaticamente quando a pressao atingir o valor de 300 bar.

Pré-aquecedor (W1): composto por

uma camara de ago inoxiddvel envolta por uma

resisténcia térmica (R1), fica localizado antes do

extrator. E responsavel pelo aquecimento

prévio do fluido de extracdo, para que este se

Wi

Y
oy

| I
encontre na temperatura desejada antes de m v o

R1

entrar no vaso de extragdo. A temperatura do ' e em

™1

pré-aquecedor é medida pelo sensor TT1, do

tipo termopar e localizado na parede externa, e

controlada pelo termostato TM1.

E1

F

TT

| =

Vaso extrator (E1): local onde ocorre a
extracdo. O vaso tem capacidade de 1L e é
confeccionado em acgo inoxidavel, que pode
ser operado até a pressdo de 400 bar e
temperatura de 100°C. Seu aquecimento é
realizado pela resisténcia R2 localizada na
parede externa do vaso. A temperatura é
medida pelo sensor TT2 (do tipo termopar,
localizado na parede externa do vaso) e

controlada pelo termostato TM2.
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Valvula de controle automatica (VC1): do tipo
agulha. E responsavel por manter a pressdo no
interior do vaso extrator no valor desejado. O Sensor
eletrénico PT1 (marca © Huba Control, modelo 5436)
tem a funcdo de medir a pressao na linha apds o vaso
de extracdo e enviar esta informagdo para o
acionador da manopla da védlvula VC1. A vélvula VC1
permanece imersa num banho de dleo que é
aquecido pela resisténcia térmica R3. A temperatura é
medida pelo sensor TT3, do tipo PT100, e controlada

pelo termostato TM3.

E2

BT
[+

Vaso de coleta do extrato (E2): vaso
onde é coletado e separado o extrato do
solvente. Foi confeccionado com frascos do
tipo Erlenmeyer de vidro e apresenta dois
estdgios de coleta, garantido, assim
aprisionamento total dos extratos. Os frascos
de Erlenmeyer permanecem imersos num
banho (BT1) contendo fluido refrigerante
(etilino glicol e agua). A temperatura do
banho é medida pelo sensor TT4 do tipo PT-
100.

Sistema de resfriamento (SR1): Marca

Embraco-Aspera, modelo J9226E. E

responsavel pelo fornecimento de fluido

refrigerante (mistura de etileno glicol e dgua) e

para as duas cabecas de bombeamento de CO,

B1.1 e para o banho do vaso de coleta E2. A =+

leitura da temperatura é feita pelo sensor TT5
presente no sistema de resfriamento do

fabricante.

SR1
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Bomba do fluido refrigerante (B2): bomba do tipo
centrifuga (Marca Imobras, modelo 16.001.24). Bombeia o fluido
B2
refrigerante ao longo da linha de resfriamento.
As tubulagbes, onde circulam os fluidos a altas

pressdes, sdo confeccionadas em aco inoxidavel com

didmetro nominal de %”.

VA4 NA

—-{><)—r VAZ NA Valvulas solendides (VA1 NF, VA2 NA, VA3
NA e VA4 NA): sdo responsaveis pelo

VAS K —— direcionamento do fluxo do fluido refrigerante.

VA1 NF

O sistema de controle e monitoramento do processo é feito mediante a um
software desenvolvido pela empresa TRENDTECH. O software permite a operacao do
equipamento e a visualizacdo das varidveis do processo.

O equipamento de EFS foi projetado para operar com CO, como solvente. Como
cossolvente é possivel trabalhar com dgua, metanol, etanol, entre outros compostos polares.
O suprimento de CO,, para duas das trés cabecas da bomba, é feito por um cilindro do tipo
pescador que contém o solvente no estado liquido, em sua pressdo de vapor,
aproximadamente 59 bar, na temperatura ambiente. Desta forma, o fornecimento do CO,
na linha de succdo é no estado liquido, requisito essencial para a operacdao da bomba. O
cossolvente é fornecido para a terceira cabega, de tamanho menor das cabecgas de
bombeamento do CO,.

O funcionamento da bomba é por diafragma, como mostra a Figura 17, o fluido
entra no momento em que o pistdo da bomba é retraido e, na sequéncia, impulsionado
quando o pistdo é deslocado em seu curso maximo. E possivel ajustar o curso do pistdo para
cada cabeca da bomba (chamado de Stroke), além de variar a frequéncia de rotacdo do
motor, desta forma o fluxo na saida da bomba é varidvel, podendo ser ajustado para cada

estudo.
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FIGURA 17: Bomba de diafragma

Fonte: D.J. Gongol and Associates, Inc

Apesar de a bomba possuir duas cabecas reservadas para o CO,, o fluxo efluente
apresenta oscilagdes de pressdo durante o bombeamento. Uma forma de evitar essas
oscilacOes é a instalacdo de um acumulador (marca Hidracar S.A., modelo UOO3A41E-Al%"),
gue funciona como amortecedor de pulsacdo, imediatamente apds a bomba, na linha de
recalque. O acumulador é constituido por uma camara de metal, que, em seu interior, se
encontra uma bexiga de borracha pressurizada, geralmente com gds nitrogénio, a uma
pressdo abaixo da pressdo de trabalho existente na linha (70 a 90%). No momento em que o
equipamento ndo estd pressurizado a bexiga se encontra no volume Vo e na pressao Po,
como pode ser visto na Figura 18. Quando o equipamento estd em uso, o fluxo emitido no
estagio de compressdo da bomba é dividido em duas partes, uma delas permanece na linha
de recalque, enquanto que a outra entra no acumulador. No momento em que a bomba est3
no estagio de sucgdo, o volume armazenado no acumulador retorna imediatamente a linha.
Os valores P1 e P2 sdo as pressdes minima (estagio de sucgdao da bomba) e mdxima (estagio

de compressdo), respectivamente, aceitas durante o seu funcionamento.
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FIGURA 18: Acumulador

Fonte: Hidracar S.A.

Ao sair do sistema de bombeamento o solvente (ou mistura de solvente e
cossolvente) passa por um pré-aquecedor antes de entrar no vaso de extra¢do. O vaso de
extracdo é fabricado pela usinagem de um cilindro macico de aco inoxidavel. A capacidade
do vaso é de 1 L, ele fica na posicao vertical e o fluido entra na sua parte inferior. A saida fica
na lateral superior do vaso. A matriz de extracdo é introduzida por uma abertura na parte
superior do vaso, ja colocada em um cesto fabricado em malha de ago inoxidavel.

Na tubulacdo de saida do vaso de extracdo se encontra o sensor de pressdo, e a
valvula de controle de pressdo. Devido a vdlvula de controle ndo fechar totalmente,
necessita-se a coloca¢ao de uma valvula do tipo esfera, localizada anteriormente a valvula
de controle. No momento de carga do vaso de extracdo a valvula esfera permanece fechada,
apos a carga estar completa esta valvula se abre e a valvula de controle passa a atuar em
resposta aos dados emitidos pelo sensor de pressdo. A funcdo da valvula de controle é
manter constante a pressdao de operagao no interior do vaso de extracao e atuar como
restritor para a separacdo do CO, dos extratos. Como ocorre uma expansao do CO, na
valvula de controle (do estado supercritico para o estado gasoso), € necessario o
fornecimento de calor, a fim de evitar o congelamento, para isto, a valvula permanece
imersa num banho de 6leo aquecido a uma temperatura de 80°C.

A coleta dos extratos obtidos é feita em um vaso imerso em banho de resfriamento

a uma temperatura de aproximadamente 3°C. A mistura de CO, gasoso e extrato,
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proveniente do restritor, passa pelo vaso e entra em contato com a parede resfriada, onde o

extrato fica aprisionado e, entdo, o CO, é liberado para a atmosfera.

2.1 Teste hidrostatico

O teste hidrostatico consiste na pressurizagao do sistema, até o limite de seguranga,
estabelecido em 300 bar, utilizando dgua como fluido. A finalidade deste teste é verificar a
resisténcia a pressao das partes que compdem o equipamento de EFS. Com o teste também
é possivel determinar se a bomba é capaz de atingir as pressdes requeridas para o processo
e eliminar os possiveis vazamentos ao longo da tubulacao.

Ao final do teste, concluiu-se que a tubulacdo localizada antes do vaso extrator nao
apresentou vazamento. O vaso extrator apresentou um pequeno vazamento no orificio da
tampa, no qual ficava um termopar para medi¢do da temperatura interna do vaso, a solucao
para este vazamento foi eliminar a medicdo da temperatura, fechando o orificio com um
tampado, sendo a temperatura monitorada apenas pelo termopar localizado na parede
externa do vaso de extracdo. A tubulacdo disposta apds o vaso de extracdo apresentou

vazamentos, os quais foram sanados apds ajuste no sistema de jun¢ao dos tubos.

2.2 Calibra¢ao do acumulador

As especificacdes para o acumulador sugerem pressdes para a bexiga de 70 a 90%
da pressdo existente na linha trabalho. Levando em conta que os experimentos requerem
diferentes pressdes de operacdo, € necessdria a calibracdo do acumulador para cada
diferente condicdo experimental, feita através de um cilindro de nitrogénio. O problema
decorrente de uma pressao na bexiga abaixo da especificada é o esmagamento da bexiga,
podendo até provocar sua ruptura. Uma pressdao acima da especificada faz com que a
atuacdo do acumulador fique prejudicada, pois a elevada pressdo no interior da cdmara nao

permite a entrada do fluido de trabalho.

2.3 Curva de vazdao da bomba

2.3.1 Dioxido de carbono
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Para as extragbes, realizadas com o equipamento, torna-se necessario o
conhecimento da vazao de alimentagdao de solvente na célula de extragdo. A forma
encontrada para solucionar esta deficiéncia de dados, ja que o equipamento nao conta com
um instrumento para medicdo do fluxo, foi o levantamento de curvas de calibracdo de
vazOes para a bomba. As varidveis para a bomba s3do a frequéncia de rota¢do aplicada ao
motor que impulsiona a bomba, que é fornecida pelo motor da bomba e manipulada pelo
software e o stroke (faixa de percurso de deslocamento do pistdo da bomba), ajustado
manualmente na prépria bomba. Fixadas estas varidveis, a vazdo fornecida pela bomba nao
é igual para todas as pressdes de trabalho, assim, a curva de vazao deve ser construida para
diferentes pressdes.

Foram levantadas trés curvas, para 150, 200 e 250 bar. Sendo que o stroke foi
fixado em 15 cm e a frequéncia variada em 40, 60 e 80% de seu valor maximo. A varidvel
medida foi a vazdo de CO, em kg/h, a partir da diferenca de massas medidas por uma
balan¢a colocada sob o cilindro do CO,. Os testes foram efetuados com um leito de extracao
simulado com esferas de vidro até o volume total do vaso de extracdo. A vazdo estabelecida
para aplicacdo no trabalho foi de 4 kg/h, observando a mesma relagdo entre o volume do
extrator e a taxa de diéxido de carbono reportada por Peng et al. (2006) que utilizaram um
equipamento com vaso extrator com 10 L de capacidade. Outra referéncia a respeito, é o
trabalho de Kotnik et al. (2007) que utilizaram um extrator de 4 L e taxa de didxido de
carbono de 13 kg/h, resultando numa relagdo entre a taxa e o volume do extrator de 3,25
kg/h por litro de capacidade da célula de extracdo. Os dados obtidos nestes testes de

calibracdo sdo mostrados na Tabela 6. As curvas de vazao estdo representadas na Figura 19.

TABELA 6: Vazao massica de CO, a diferentes condi¢cdes de bombeamento

o Vazao (kg/h)

Frequéncia (%) 150 bar 200 bar 250 bar
40 3,28 2,48 2,00
60 4,24 3,68 2,72
80 6,40 5,92 4,56

A partir das curvas de calibracdo foi possivel identificar o percentual de frequéncia

para a vazdo escolhida (dentro da faixa estudada) em cada pressdo de operagao.
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FIGURA 19: Curva de vazdo de CO, a 150, 200 e 250 bar

2.3.2 Cossolvente

Os testes de calibracdo para a cabeca de cossolvente (B1.2) foram realizados com
etanol. As vazOes foram ajustadas para compreender de 1 a 5% da taxa massica de CO, (4
kg/h). Entretanto, foram observadas varia¢des de vazdo de cossolvente, para variaveis fixas,
durante os testes preliminares, sendo a pressdo a de maior influéncia. Pequenas oscilagdes
na pressao provocavam grandes variagdes de vazdo, principalmente na pressao de 250 bar,
onde a oscilacdo foi maior. Como o trabalho exige uma dosagem precisa de cossolvente, sua

adicao foi feita diretamente na célula de extracdo, sobre o material vegetal, antes do inicio

da introducao de solvente.




3 Atividades preliminares

Antes de executar as corridas previstas pelo planejamento experimental, foram
realizados experimentos com a polpa do butia, explorando diferentes métodos de extracao.
O primeiro método foi a extracdo por soxhlet utilizando o etanol como solvente, os dois
subsequentes métodos foram a EFS, executada a 200 bar, 50 °C e com 3% de dois diferentes
cossolventes, etanol e 4gua, respectivamente.

A extracdo por soxhlet possibilitou a obtencdo de um extrato liquido. Da mesma
forma, na EFS, em que se fez uso do etanol como cossolvente, coletou-se um extrato liquido
apos a valvula de expansdo do CO,. Ja na EFS, em que se utiliza dgua como cossolvente, foi
produzido um extrato sélido com aparéncia de uma cera, coletado posteriormente a valvula
de expansdo. A agua acrescida como cossolvente permaneceu no interior da célula de
extracdo, juntamente com a matriz vegetal, uma vez que a dgua apresenta baixa solubilidade
no CO; supercritico (TAYLOR, 1996). O extrato sélido que saiu da célula foi separado entre
seus componentes (polar e apolar) para as analises cromatograficas. Esta separacao foi feita
adicionando ao extrato dois solventes de polaridades diferentes, promovendo, assim a
separacdo. Foram adicionados, entdo, hexano, metanol e dgua. Torna-se necessaria, a adicdo
de 4gua, para evitar a dissolucdo de metanol no hexano. A mistura obtida foi transferida
para um funil de separacdo. Duas fracbes do extrato foram coletadas, uma apolar (fase
hexano) e outra polar (fase metanol e agua). A coleta do residuo aquoso remanescente na

célula de extracdo gerou uma terceira fracdo de extrato.
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3.1 Analise qualitativa dos extratos de butia

Os procedimentos exploratérios de extracdo, descritos anteriormente, geraram
cinco diferentes extratos, analisados qualitativamente por cromatografia de camada delgada

e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3.1.1 Cromatogrdfia de camada delgada

A cromatografia de camada delgada permite avaliar qualitativamente os extratos. O
método faz uso de uma placa retangular de metal recoberta por uma fina camada de silica. A
uma distancia de 1 cm da base da placa foram aplicados os cinco extratos (descritos
anteriormente) e padrdes de flavondides disponiveis no Laboratério de Oleos Essenciais da
Universidade de Caxias do Sul. Os extratos, bem como os padrdes, foram aplicados
cuidadosamente com tubos capilares de vidro em pontos afastados entre si a uma distancia
de cerca de 1 cm, ao longo da base da placa.

Uma solucdo contendo cloroférmio, acido acético e agua, na proporg¢do de 10:9:1,
respectivamente, foi preparada numa cuba de vidro num volume que permitiu um nivel com
cerca de 0,5 cm de altura. A placa cromatografica foi, entdo, introduzida na cuba na posicao
vertical. Por capilaridade, a solucdo ascendeu pela placa, sendo esta removida da cuba antes
da solucdo atingir seu topo. Ao subir pela placa, a solu¢ao carrega o material presente nas
amostras da base, desprendendo os compostos ao longo do percurso, os quais ficam retidos
em diferentes alturas da placa. Cada composto apresenta uma altura especifica de retencao,
sendo este fenbmeno utilizado para a identificacdo dos compostos dos extratos. Na
sequéncia a placa foi aspergida com os reveladores NP (2-aminoetil-difenil-borato) e PEG
(polietilenoglicol) e submetida a luz de comprimento de onda de 365 nm (WAGNER e BLADT,
1995).

A Figura 20 mostra a cromatografia de camada delgada (CCD). Usando este método
foram analisados os cinco diferentes extratos de butid obtidos. Também foram analisados
nove padrdes de flavondides e dacidos cinamicos: rutina, acido clorogénico, naringina,
flavona, hesperidina, quercetina, canferol, apigenina e taxifolina.

Os extratos numerados como 1, 2 e 5 apresentaram pontos luminosos, a partir dos

quais, foi possivel sugerir a presenca de rutina e acido clorogénico. Quercetina e canferol
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apresentaram pontos luminosos apenas no topo da placa, inviabilizando a identificacdo. Os
demais padrdes ndo apresentaram pontos luminosos, ou seja, ndo foram identificados por
este método analitico.

A andlise destes resultados preliminares indicou o etanol como a melhor escolha de
cossolvente para as extracdes em equipamento supercritico. O motivo é a possibilidade da
remogao do extrato, contendo os compostos fendlicos, do interior da célula de extragao, o

gue nao ocorre quando se utiliza 4gua como cossolvente.

.
.
1234567 8910111213 14

1 — Soxhlet 8 — Naringina
2 — Supercritico (com etanol) 9 — Flavona
3 — Supercritico (com agua) — fase metanol 10 — Hesperidina
4 — Supercritico (com agua) — fase hexano 11 — Quercetina
5 — Supercritico (com agua) — vaso de extracdao 12 — Canferol
6 — Rutina 13 — Apigenina
7 — Ac. clorogénico 14 — Taxifolina
FIGURA 20: Cromatografia de camada delgada de amostras de diferentes extratos e
padroes

3.1.2 Cromatogradfia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é baseada no transporte forcado da
amostra a ser analisada, por uma fase movel liquida, através de uma coluna. As diferencas

nas interacdes entre os analitos e a superficie da coluna, resultam em diferentes tempos de
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retencdo para cada componente da mistura. A amostra é injetada no inicio da coluna e a
fase movel a carrega até o final. Ao percorrer a coluna, ocorre a separagao dos compostos.
No final da coluna encontra-se um detector que avalia cada composto efluente (KAZAKEVICH
e LOBRUTTO, 2007). O resultado é um cromatograma formado por picos de diferentes areas,
distribuidos ao longo do tempo. Cada pico corresponde a um composto sendo sua area
dependente da concentragdo deste composto. A metodologia utilizada para as analises esta
descrita no item 3.3.1.

Para a identificacdo de cada composto foi necessaria a comparagdao com padrdes,
estes disponiveis no Laboratério de Oleos Essenciais da Universidade de Caxias do Sul
(Tabela 7). O mesmo procedimento analitico aplicado aos extratos foi aplicado aos
compostos padrdes, tendo como critério de comparagdo o tempo de retencdo de cada

composto padrdo, ou seja, a posicao do pico no eixo do tempo, ilustrado no cromatograma.

TABELA 7: Compostos padroes utilizados nas analises

Classificagdo Compostos Marca
Flavondide naringina Fluka®

canferol Sigma-Aldrich®
taxifolina Fluka®
quercetina Fluka®

rutina Merck & Co.
apigenina Sigma-Aldrich®
Acido Acido clorogénico Sigma-Aldrich®
cindmico acido ferulico Tsuno Rice Fine Chemicals Co.

acido pirogdlico Vetec

A analise qualitativa por CLAE foi realizada somente com o extrato obtido no
experimento exploratorio, feito em equipamento supercritico e utilizando o etanol como
cossolvente. O cromatograma do extrato, gerado na CLAE, é mostrado na Figura 21. A
comparagao dos tempos de retengao dos compostos do extrato com cromatogramas
provenientes das analises com os compostos padrdes sugerem a presenca, além dos
compostos identificados na CCD (rutina e acido clorogénico), de outros trés compostos: o

acido ferdlico, a quercetina e o canferol. O acido ferulico ndo havia sido usado na CCD.
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4 Materiais e métodos

4.1 Coleta e preparagao do material vegetal

O material vegetal, compreendido pelos frutos de butida da espécie Butia capitata,
foi coletado no municipio de Barra do Ribeiro, no Estado do Rio Grande do Sul (Figura 36).
Na imagem de satélite, no canto esquerdo superior da figura, observa-se uma regidao mais
clara, sombreada por varios pontos verdes. Esses pontos representam as plantas de Butia
capitata. Os exemplares encontram-se distribuidos préximos da regido a 30°31’ latitude Sul,

51°21’ longitude Qeste.
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FIGURA 22: Localizagdo do butiazal em Barra do Ribeiro/RS
Fonte: Google Earth™, 2009
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4.1.1 Coleta

A coleta ocorreu no dia 29 de margo de 2009. As plantas encontravam-se no final da
frutificagdo, porém algumas ainda apresentavam frutos imaturos e inflorescéncias. A Figura

23 mostra alguns exemplares de Butia capitata encontrados na regiao de coleta dos frutos.

o = i 4 i ; ‘
FIGURA 23: Exemplares de Butia capitata em Barra do Ribeiro/RS
Foto: Daniel Toss, 2009

Foram selecionadas 13 plantas, sendo coletado um cacho de cada exemplar no
estagio médio de maturagdo (Figura 38), identificados pela coloracdo caracteristica do fruto
maduro. Esses cachos foram armazenados em embalagens individuais e transportados para
o Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul. Os frutos, entdo, foram

separados da respectiva raquis, lavados e mantidos sob refrigeragdo.
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B D
FIGURA 24: Cacho de frut
Foto: Daniel Toss, 2009

B

os do butia

4.1.2 Preparag¢do das amostras

Para os experimentos foi utilizada apenas a polpa, para isto foi necessario separa-la,
manualmente, do restante do fruto. A polpa do butiad foi desidratada num secador com
circulacdo forcada de ar (Figura 39), a uma temperatura monitorada de 32°C, pelo periodo
de oito dias e, apds isso, mantida em embalagens de papel pardo.

Apds a secagem a polpa dos 13 diferentes cachos foi misturada de forma

homogénea.

FIGURA 25: Secador com cwclagﬁo frada de ar utilizado na desidratacao da polpa de
butia
Foto: Daniel Toss, 2009



MATERIAIS E METODOS 59

4.1.3 Determinagdo do teor de umidade

Para a determinacdo do teor de umidade, presente nos frutos de butid que
sofreram desidratacao, foi feito um teste utilizando uma balanga determinadora de umidade

da marca Ohaus®, modelo MB200.

4.2 Extracao

As extracoes foram realizadas em soxhlet e em equipamento de EFS. Em ambos os

processos foi utilizada a polpa desidratada do butia.

4.2.1 Extragdo em soxhlet

A extracdao em soxhlet utiliza solvente liquido para o isolamento dos compostos de
interesse. O material vegetal permanece envolto por um papel filtro, no interior de um
recipiente, chamado de extrator soxhlet, que é conectado imediatamente acima de um
baldo (Figura 40). O baldo recebe o solvente de extracdo, escolhido de acordo com o
composto a ser isolado. O volume a ser adicionado ao baldo deve ser no minimo duas vezes
o volume do recipiente soxhlet. Mediante o calor fornecido por uma manta de aquecimento,
o solvente evapora e é dirigido para um condensador, localizado acima do recipiente
soxhlet. Ja no estado liquido, o solvente goteja sobre o material vegetal, até completar o
volume total do recipiente. Assim, o solvente é removido completamente por intermédio de
um sifdo e retorna, juntamente com o extrato, para o baldo. No baldo ocorre novamente a

evaporacdo do solvente, formando, entdo, os estagios de extracao.
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FIGURA 26: Equipamento de soxhlet
Foto: Daniel Toss, 2010

Em cada extracdo em soxhlet, utilizaram-se 85 g de polpa de butiad desidratada, o
solvente selecionado foi o etanol a 100% e o tempo de extragao foi de 10 horas. O extrato
obtido foi concentrado até o volume de 100 mL, com o auxilio do de equipamento rotavapor
(marca ©-Fisatom, modelo 802D), que possibilita a evaporacdo do solvente a baixa pressao.

O objetivo da extracdo em soxhlet é criar um parametro base para a comparacdo do
material extraido com o obtido na EFS, uma vez que é um processo com bom desempenho

na obtencdo de compostos fendlicos (CHIU et al., 2002; WILLIAMS et al., 2006).

4.2.2 Extragdo em equipamento supercritico

As extragOes com didxido de carbono supercritico foram realizadas no equipamento
piloto, mostrado na Figura 27. O vaso de extracdo tem capacidade de 1 L e comportou 150 g
de polpa de butid desidratada. O aquecimento do vaso é efetuado por uma resisténcia
térmica. O CO, (marca Air Products and Chemicals Inc., didoxido de carbono técnico) é

fornecido, no estado liquido, por um cilindro, e pressurizado através de uma bomba de
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diafragmas de alta pressao. A pressdo no interior da célula de extracdo é mantida constante
por uma valvula de controle, localizada imediatamente apds o vaso. Na saida da vélvula de
controle o CO, estd no estado gasoso, ocorrendo a separacdo dos extratos, que sdo

coletados em frascos de vidros, mantidos em banho de resfriamento.

FIGURA 27: Equipamento de EFS
Foto: Daniel Toss, 2008

As variaveis avaliadas foram pressdo, temperatura e teor de cossolvente (frente a

massa total de solvente utilizado), ambas em trés niveis (Tabela 8).

TABELA 8: Variaveis e respectivos niveis utilizados nos experimentos

Nivel baixo Nivel médio Nivel alto
Temperatura, °C 40 50 60
Pressdo, bar 150 200 250
Teor de cossolvente, % 1 3 5

O tempo de extragao foi de 1 h, seguindo o trabalho de Liza et al. (2010) e a taxa
massica de didxido de carbono foi de 4 kg/h, como descrito nas atividades preliminares.
O cossolvente utilizado nos experimentos foi o etanol, escolhido por ser ndo-téxico

e mais soluvel no didxido de carbono do que a agua. Nos experimentos foram analisados os
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niveis de 1, 3 e 5% em massa. O calculo do teor de cossolvente (em % madssica) é baseado na
massa total de solvente (diéxido de carbono somado ao cossolvente) utilizada durante a

extracdo (equacdo 1).

mCOSS

teor de coss.= x 100 (D
mCOZ + Meoss

onde:
M,,ss = Massa de cossolvente adicionada na célula de extragao;

Mmco, = Massa total de dioxido de carbono utilizada durante a extragdo (4 kg).

A Tabela 9 mostra as massas de cossolvente adicionadas em cada nivel. A
qguantidade de etanol, mostrada na tabela, é adicionada diretamente no vaso de extracao
antes de iniciar o processo. Este procedimento foi definido, pois a cabeca responsavel pelo
bombeamento do cossolvente ndo fornece fluxo constante, ou seja, a quantidade de etanol

bombeada nao é precisa nas vazbes estudadas.

TABELA 9: Quantidades de cossolvente adicionadas nas extragoes
Nivel baixo, 1% Nivel médio, 3% Nivel alto, 5%
Massa de cossolvente, g 40,40 123,70 210,52

O planejamento experimental foi elaborado a partir das trés variaveis em trés
niveis, com o modelo 3°, totalizando 27 experimentos (Tabela 10). O fluxo de CO,, bem

como o tempo de extragdao, foram mantidos constantes.

4.3 Procedimentos analiticos

Dois procedimentos analiticos foram utilizados para a quantificacdo de flavonodides
presentes nos extratos de butia. A CLAE permitiu a quantificacdo de compostos isolados e
com o método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI, 1965) se obteve a quantidade total

de compostos fendlicos.
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TABELA 10:Planejamento experimental para a EFS

~ Teor de Massa
. Pressao Temperatura e
Corrida (bar) ) cossolvente  especifica do
(%) CO, (g/mL)
1 150 40 1 0,78
2 150 40 3 0,78
3 150 40 5 0,78
4 150 50 1 0,70
5 150 50 3 0,70
6 150 50 5 0,70
7 150 60 1 0,60
8 150 60 3 0,60
9 150 60 5 0,60
10 200 40 1 0,84
11 200 40 3 0,84
12 200 40 5 0,84
13 200 50 1 0,79
14 200 50 3 0,79
15 200 50 5 0,79
16 200 60 1 0,72
17 200 60 3 0,72
18 200 60 5 0,72
19 250 40 1 0,88
20 250 40 3 0,88
21 250 40 5 0,88
22 250 50 1 0,84
23 250 50 3 0,84
24 250 50 5 0,84
25 250 60 1 0,79
26 250 60 3 0,79
27 250 60 5 0,79

4.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As analises dos extratos foram efetuadas num equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) da marca HP modelo 1100, coluna Lichrospher RP18 (5um)
equipado com detector UV a 350 nm e sistema quaternario de bombas. Na andlise em fase
reversa, utilizou-se um sistema binario de solventes, constituido por metanol e uma mistura
de dgua/acido acético (100/1 v/v). 50 uL das amostras foram injetados no equipamento de
CLAE. O sistema de bombeamento da fase movel foi gradiente, como mostra a Tabela 11. O
tempo total de analise foi de 60 min, a temperatura foi mantida a 25°C e a vazao padrao foi

mantida a 1 mL/min, de acordo com Cristea et al. (2003).
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TABELA 11:Gradiente da fase mével
Tempo (min) inicio 25 40 50 55 60
MeOH (%) 5 40 60 90 90 5

Para a quantificacdo dos compostos, presentes nos extratos, foi necessaria a
elaboracdo de uma curva de calibracdo para cada composto identificado. Diferentes
concentragdes conhecidas dos compostos padrdes foram injetadas, em triplicata, no
cromatégrafo. Cada concentracdo esta associada a uma drea e, por regressdo linear, é
possivel encontrar a relagao entre a concentra¢cdo do composto e a area do pico gerado.

A partir das curvas de calibracdo, foi possivel quantificar alguns extratos obtidos,
sendo os resultados expressos em mg do composto/100g de PBD (polpa de butiad

desidratada).

4.3.1.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram determinados de acordo com o método
Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e Rossi (1965). Uma parcela de 1,0 mL das amostras
foi transferida para tubos de ensaio, em seguida foi acrescentado o reagente Folin-
Ciocalteau (1,0 mL) e 0,8 mL de uma solu¢do de carbonato de sddio (7,5% p/v). Os tubos
foram agitados, deixados repousar por 30 min ao abrigo da luz. Por intermédio do
espectrofotébmetro Pro-andlise UV — 1600 Spectrophotometer foi medida a absorbancia no
comprimento de onda de 765 nm. Rutina foi empregada como padrdo para a curva de
calibracdo. A curva foi elaborada seguindo o mesmo método. Todos os experimentos foram
feitos em triplicata. Os resultados foram expressos como rutina equivalente (mg RE/100 g de

PBD).

4.3.2 Teste estatistico

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente através da analise de
variancia (ANOVA). ANOVA é um método estatistico utilizado para interpretar dados
experimentais e tomar decisdes sobre as varidveis estudadas (ROSS, 1996). O teste permite

avaliar a influéncia das variaveis e de interacdes entre elas. O valor observado (F,), fornecido
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pelo teste estatistico, é comparado com o valor critico (Fc), obtido de Montgomery (1997)
para niveis de confianga de 95 e 99%. Considera-se que houve influéncia de uma dada
varidvel quando Fo for maior que Fc e quanto mais este se afasta de Fc mais expressiva é a

relevancia da varidvel ou interagdo analisada.

4.3.3 Determinag¢do da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo ensaio in vitro da
varredura do radical DPPHe, seguindo o método descrito por Yamaguchi et al. (1998) com
algumas modificagcdes. Os extratos obtidos nas corridas 15 e 27, e o extrato em soxhlet
passaram, inicialmente, por rotavapor, com a finalidade da remoc¢do completa do solvente
(etanol), resultando num extrato sélido. Este extrato sélido voltou, entdo, a ser diluido com
dois diferentes solventes: etanol (no caso do extrato em soxhlet) e dimetilsulfoxido (no caso
dos extratos obtidos em EFS), nas razbes de 3,125 a 100 mg de extrato sélido/mL de
solvente.

Em tubos de ensaio foi acrescentada uma solugdao tampao de tris-HCl (100 mM, pH
7,0), em seguida uma aliquota dos extratos nas diferentes concentragdes e, por fim, a
solucdo etandlica contendo os radicais DPPHe (250 uM). Os tubos foram mantidos em
repouso por 20 min ao abrigo da luz e, em seguida, a absorbancia medida no comprimento
de onda de 517 nm. Etanol foi utilizado para o ajuste do zero.

O mesmo procedimento foi repetido, porém utilizando, em substituicdo aos
extratos, etanol, que serviu como base para a comparagao com os extratos (solugao padrao).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para o calculo da atividade antioxidante (% varredura do radical DPPHe) foi utilizada
a equacdo (2). Os resultados da atividade antioxidante foram relacionados linearmente com
a respectiva concentracdo, o que possibilitou calcular a concentracdao de extrato necessaria

pra varrer 50% do radical DPPHe (ICs).

ABSpadrio - ABSamostra
ABSpadréo

% de reducao de DPPH - = x 100 (2)

onde:
ABSpqarao = absorbancia da solugdo padrao;

ABS gmostra = absorbancia das amostras.



5 Resultados e discussao

5.1 Preparagao das amostras

A remog¢do manual e a desidratacdo da polpa do butid geraram particulas
laminares, no formato de semi-casca de esferas. Uma caracterizacdo feita com um
paquimetro permitiu medir as particulas. A espessura média das particulas foi de 1
mm, sendo o comprimento e a largura com cerca de 15 mm e 20 mm,
respectivamente.

O processo de desidratacdao e armazenamento pode provocar a oxidagao dos
compostos fendlicos, presentes na polpa do butid. Uma manifestacdo desta oxidacao é
o escurecimento da polpa, observada durante o periodo do armazenamento.

O excesso de umidade, em matérias-primas vegetais, permite a acdo de
enzimas, podendo acarretar a degradacdo dos constituintes quimicos, além de
possibilitar o desenvolvimento de fungos e bactérias. O teor de umidade estabelecido
nas diferentes farmacopéias varia entre 8 e 14% (FARIAS , 2001). Apds a desidratagao,
foi medida a umidade contida na polpa do butid. O teste revelou que os frutos
desidratados apresentaram 14,3% de umidade, valor este superior em 0,3 pontos
percentuais ao encontrado na literatura. Além disso, foi calculada a umidade perdida

durante o processo de secagem. Em média a polpa perdeu 81,72% de umidade.

5.2 Anadlise quantitativa

Uma vez identificados os compostos pelos procedimentos qualitativos, os
extratos provenientes do planejamento experimental, bem como o da extracdo em
soxhlet, foram analisados quantitativamente por CLAE e pelo método Folin-Ciocalteau.

A quantificacdo por CLAE dos flavondides foi realizada a partir da curva de calibragdo
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para cada composto (Figura 42). Foi encontrada, para cada composto, uma correlagao

linear entre a area do pico gerado nos cromatogramas na CLAE e a concentragdo do

composto.
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FIGURA 28: Curva de calibragao para os diferentes compostos
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5.2.1 Acido clorogénico

A Tabela 12 mostra os rendimentos em acido clorogénico nos extratos obtidos
nos experimentos. As andlises cromatograficas, feitas nos extratos supercriticos com
1% de cossolvente, ndo indicaram a presenca de acido clorogénico. A extragao por
soxhlet apresentou um rendimento de 5,08 mg de acido clorogénico/100g PBD. Os
experimentos de numero 18 e 27, com fluido supercritico, apresentaram os maiores

rendimentos (0,36 e 0,46 mg de acido clorogénico/100 g PBD, respectivamente).

TABELA 12:Rendimentos em acido clorogénico

Corrida Pressio Temperatura Teor de coss. Rendimentos
(bar) (°C) (%) (mg/100g PBD)

Soxhlet - - - 5,08
1 150 40 1 ni*
2 150 40 3 0,22
3 150 40 5 0,27
4 150 50 1 ni
5 150 50 3 0,15
6 150 50 5 0,30
7 150 60 1 ni
8 150 60 3 0,14
9 150 60 5 0,26
10 200 40 1 ni
11 200 40 3 0,09
12 200 40 5 0,17
13 200 50 1 ni
14 200 50 3 0,11
15 200 50 5 0,30
16 200 60 1 ni
17 200 60 3 0,19
18 200 60 5 0,36
19 250 40 1 ni
20 250 40 3 0,20
21 250 40 5 0,24
22 250 50 1 ni
23 250 50 3 0,16
24 250 50 5 0,26
25 250 60 1 ni
26 250 60 3 0,16
27 250 60 5 0,46

*ndo identificado por CLAE
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A Figura 29 ilustra o comportamento dos rendimentos em acido clorogénico

como funcao da temperatura, nas diferentes pressoes.
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FIGURA 29: Comportamento dos rendimentos em acido clorogénico como fung¢iao da
temperatura, nas diferentes pressoes e diferentes concentragdes de cossolvente

A Tabela 13 mostra os resultados da ANOVA para os rendimentos em acido

clorogénico. A Unica variavel expressiva, com nivel de confianga de até 99%, foi o teor

de cossolvente. As demais varidveis e interacdes nao demonstram influéncia, nos

niveis de confianca analisados.

TABELA 13:ANOVA para os rendimentos em acido clorogénico

Varidveis Somados Grausde Média Fc, Fc,
Quadrados Liberdade Quadrada a=0,05 «=0,01

Temperatura 0,0086 2 0,0043 2,1120 4,46 8,65
Pressdo 0,0038 2 0,0019 0,9306 4,46 8,65
Teor de cossolv. 0,3811 2 0,1905 93,0589 4,46 8,65
Temp-pres 0,0147 4 0,0037 1,7889 3,84 7,01
Temp-teor 0,0202 4 0,0050 2,4647 3,84 7,01
Pres-teor 0,0034 4 0,0009 0,4161 3,84 7,01
Erro 0,0164 8 0,0020

Total 0,4482 26

5.2.2 Acido fertlico

A Tabela 14 mostra os rendimentos em acido ferulico obtidos nos extratos. As

analises cromatograficas, feitas a partir dos extratos supercriticos a 150 bar e 40°C,
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nao indicaram a presenca de dacido ferulico. A extragdo por soxhlet apresentou um
rendimento de 5,44 mg de acido ferulico/100g PBD. Os experimentos de nimero 26 e
27, com fluido supercritico, apresentaram os maiores rendimentos (1,27 e 1,45 mg de

acido ferulico/100 g PBD, respectivamente).

TABELA 14:Rendimentos em acido ferulico

Corrida Pressao Temperatura Teor de coss. Rendimentos
(bar) (°C) (%) (mg/100g PBD)

Soxhlet - - - 5,44

1 150 40 1 ni’*
150 40 3 ni

3 150 40 5 ni
4 150 50 1 0,37
5 150 50 3 0,50
6 150 50 5 0,59
7 150 60 1 0,37
8 150 60 3 0,48
9 150 60 5 0,57
10 200 40 1 0,39
11 200 40 3 0,39
12 200 40 5 0,45
13 200 50 1 0,48
14 200 50 3 0,46
15 200 50 5 0,69
16 200 60 1 0,56
17 200 60 3 0,61
18 200 60 5 0,81
19 250 40 1 0,54
20 250 40 3 0,86
21 250 40 5 0,42
22 250 50 1 0,47
23 250 50 3 0,57
24 250 50 5 0,51
25 250 60 1 0,59
26 250 60 3 1,27
27 250 60 5 1,45

*nado identificado por CLAE

A Figura 30 ilustra o comportamento dos rendimentos em acido ferulico como

funcdo da temperatura, nas diferentes pressoes.
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FIGURA 30: Comportamento dos rendimentos em acido fertlico como fungiao da
temperatura, nas diferentes pressoes e diferentes concentragdes de cossolvente

A Tabela 15 mostra os resultados da ANOVA para os rendimentos em acido
ferulico. Da observacdo da tabela, pode-se dizer (com nivel de confianca de até 99%)
que a pressdo e a temperatura apresentam maior influéncia nos rendimentos. Com
menor influéncia encontram-se o teor de cossolvente e a interacdo entre a
temperatura e a pressao, com nivel de confianga de 95%. Os resultados para as demais
variaveis e interagdes ndao demonstram sua influéncia nos rendimentos, nos niveis de

confianga analisados.

TABELA 15:ANOVA para os rendimentos em acido ferulico

Varidveis Somados Grausde Média o Fc, Fc,
Quadrados Liberdade Quadrada a=0,05 «=0,01

Temperatura 0,7481 2 0,3741 18,7766 4,46 8,65

Pressdo 0,8094 2 0,4047 20,3151 4,46 8,65

Teor de cossolv. 0,1805 2 0,0902 4,5292 4,46 8,65

Temp-pres 0,4074 4 0,1019 5,1131 3,84 7,01

Temp-teor 0,1733 4 0,0433 2,1753 3,84 7,01

Pres-teor 0,1151 4 0,0288 1,4439 3,84 7,01

Erro 0,1594 8 0,0199

Total 2,5932 26

5.2.3 Rutina

A Tabela 16 mostra os rendimentos em rutina nos extratos obtidos nos
experimentos. As andlises cromatograficas, feitas nos extratos supercriticos a 150 bar e
40°C, 150 bar, 50°C e 1% de cossolvente e a 150 bar, 60°C e 1% de cossolvente, ndo

indicaram a presencga de rutina. A extragdo por soxhlet apresentou um rendimento de
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81,23 mg de rutina/100g PBD. Os extratos dos experimentos de nimero 6 e 27, com
fluido supercritico, apresentaram os maiores rendimentos (2,42 e 3,47 mg de

rutina/100 g PBD, respectivamente).

TABELA 16:Rendimentos em rutina obtidos nos experimentos

Corrida Pressao Temperatura Teor de coss. Rendimentos
(bar) (°C) (%) (mg/100g PBD)
Soxhlet - - - 81,23
1 150 40 1 ni*
150 40 3 ni
3 150 40 5 ni
4 150 50 1 ni
5 150 50 3 0,65
6 150 50 5 2,42
7 150 60 1 ni
8 150 60 3 0,55
9 150 60 5 1,56
10 200 40 1 0,25
11 200 40 3 0,49
12 200 40 5 0,79
13 200 50 1 0,19
14 200 50 3 0,62
15 200 50 5 1,89
16 200 60 1 0,08
17 200 60 3 0,73
18 200 60 5 2,08
19 250 40 1 ni
20 250 40 3 0,90
21 250 40 5 1,03
22 250 50 1 0,15
23 250 50 3 0,86
24 250 50 5 1,77
25 250 60 1 0,10
26 250 60 3 1,04
27 250 60 5 3,47

*nado identificado por CLAE

A Figura 31 ilustra o comportamento dos rendimentos em rutina como fungao

da temperatura, nas diferentes pressoes.
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FIGURA 31: Comportamento dos rendimentos em rutina como fungao da
temperatura, nas diferentes pressoes e diferentes concentragdes de cossolvente

A Tabela 17 mostra os resultados da ANOVA para os rendimentos em rutina.
Da observacao da tabela, pode-se dizer (com nivel de confianca de até 99%) que o teor
de cossolvente apresenta maior influéncia nos rendimentos. Com menor influéncia
encontram-se a temperatura e a interagao entre a temperatura e teor de cossolvente,
com nivel de confianga de 95%. Os valores de Fo das demais varidveis e interagdes nao
demonstram sua influéncia, nos niveis de confianca estudados.

TABELA 17:ANOVA para os rendimentos em rutina

Varidveis Somados Grausde Média Fo Fc, Fc,
Quadrados Liberdade Quadrada a=0,05 «a=0,01
Temperatura 2,4056 2 1,2028 8,2147 4,46 8,65
Pressdo 0,9562 2 0,4781 3,2653 4,46 8,65
Teor de cossolv. 11,5573 2 5,7787 39,4659 4,46 8,65
Temp-pres 0,8565 4 0,2141 1,4624 3,84 7,01
Temp-teor 2,9972 4 0,7493 5,1174 3,84 7,01
Pres-teor 0,4285 4 0,1071 0,7317 3,84 7,01
Erro 1,1714 8 0,1464
Total 20,3727 26

5.2.4 Quercetina

A Tabela 18 mostra os rendimentos em quercetina nos extratos obtidos nos
experimentos. As andlises cromatograficas, feitas a partir dos extratos supercriticos a
150 bar e 40°C e nas condi¢Oes de 150 bar, 50°C e 1% de cossolvente ndo indicaram a
presenca de quercetina. A extracdo por soxhlet apresentou um rendimento de 4,60 mg

de quercetina/100g PBD. Os experimentos de numero 15, 18 e 27, com fluido
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supercritico, apresentaram os maiores rendimentos (0,8, 0,8 e 0,9 mg de

quercetina/100 g PBD, respectivamente).

TABELA 18:Rendimentos em quercetina obtidos nos experimentos

Corrida Pressao Temperatura Teor de coss. Rendimentos
(bar) (°C) (%) (mg/100g PBD)

Soxhlet - - - 4,60
1 150 40 1 ni*

150 40 3 ni

3 150 40 5 ni

4 150 50 1 ni
5 150 50 3 0,41
6 150 50 5 0,75
7 150 60 1 0,20
8 150 60 3 0,46
9 150 60 5 0,73
10 200 40 1 0,34
11 200 40 3 0,40
12 200 40 5 0,73
13 200 50 1 0,34
14 200 50 3 0,43
15 200 50 5 0,80
16 200 60 1 0,19
17 200 60 3 0,73
18 200 60 5 0,80
19 250 40 1 0,34
20 250 40 3 0,76
21 250 40 5 0,75
22 250 50 1 0,19
23 250 50 3 0,50
24 250 50 5 0,75
25 250 60 1 0,20
26 250 60 3 0,55
27 250 60 5 0,90

*nao identificado por CLAE

A Figura 32 ilustra o comportamento dos rendimentos em quercetina nos

extratos como funcdo da temperatura, nas diferentes pressoes.
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FIGURA 32: Comportamento dos rendimentos em quercetina como fung¢ao da
temperatura, nas diferentes pressoes e diferentes concentragdes de cossolvente

A Tabela 19 mostra os resultados da ANOVA para os rendimentos em

quercetina. Pela observacdo da tabela, pode-se dizer (com nivel de confianca de até

99%) que o teor de cossolvente e a pressdo apresentam maior influéncia nos

rendimentos. Com menor influéncia encontra-se a interacao entre a temperatura e

pressdao, com nivel de confianca de 95%. A varidvel temperatura e as demais interacgdes

ndo demonstram influéncia, nos niveis de confianca estudados.

TABELA 19:ANOVA para os rendimentos em quercetina

Varidveis Somados Grausde Média Fc, Fc,
Quadrados Liberdade Quadrada a=0,05 «=0,01
Temperatura 0,1175 2 0,0588 3,3049 4,46 8,65
Pressdo 0,3943 2 0,1971 11,0867 4,46 8,65
Teor de cossolv. 1,0913 2 0,5456 30,6853 4,46 8,65
Temp-pres 0,2933 4 0,0733 4,1238 3,84 7,01
Temp-teor 0,1243 4 0,0311 1,7475 3,84 7,01
Pres-teor 0,0218 4 0,0054 0,3061 3,84 7,01
Erro 0,1423 8 0,0178
Total 2,1847 26

5.2.5 Canferol

A Tabela 20 mostra os rendimentos em canferol nos extratos obtidos nos

experimentos. A extracdo por soxhlet apresentou um rendimento de 5,43 mg de

canferol/100g PBD. Os experimentos de numero 18 e 27, com fluido supercritico,

apresentaram os maiores rendimentos (1,36 e 1,93 mg de canferol/100 g PBD,

respectivamente).
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TABELA 20:Rendimentos em canferol obtidos nos experimentos

Corrida Pressao Temperatura Teor de coss. Rendimentos
(bar) (°C) (%) (mg/100g PBD)
Soxhlet - - - 5,43
1 150 40 1 0,05
2 150 40 3 0,04
3 150 40 5 0,04
4 150 50 1 0,19
5 150 50 3 0,71
6 150 50 5 0,91
7 150 60 1 0,13
8 150 60 3 0,56
9 150 60 5 0,74
10 200 40 1 0,39
11 200 40 3 0,86
12 200 40 5 1,06
13 200 50 1 0,27
14 200 50 3 0,95
15 200 50 5 1,02
16 200 60 1 0,28
17 200 60 3 0,73
18 200 60 5 1,36
19 250 40 1 0,43
20 250 40 3 0,93
21 250 40 5 0,77
22 250 50 1 0,39
23 250 50 3 0,84
24 250 50 5 0,90
25 250 60 1 0,42
26 250 60 3 1,26
27 250 60 5 1,93

A Figura 33 ilustra o comportamento dos rendimentos em canferol como

funcdo da temperatura, nas diferentes pressoes.
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FIGURA 33: Comportamento dos rendimentos em canferol como fungao da
temperatura, nas diferentes pressoes e diferentes concentragdes de cossolvente

A Tabela 21 mostra os resultados da ANOVA para os rendimentos em
canferol. Da observacdo da tabela, pode-se dizer (com nivel de confianca de até 99%)
que o teor de cossolvente e a pressdo apresentam maior influéncia nos rendimentos.
Com menor influéncia encontra-se a temperatura e a interagao entre a temperatura e
pressdo, com nivel de confianca de 95%. As demais varidveis e interagdes ndo

demonstram influéncia, nos niveis de confianca estudados.

TABELA 21: ANOVA para os rendimentos em canferol

Varidveis Somados Grausde Média o Fc, Fc,
Quadrados Liberdade Quadrada a=0,05 «=0,01
Temperatura 0,4487 2 0,2244 7,2896 4,46 8,65
Pressdo 1,2518 2 0,6259 20,3339 4,46 8,65
Teor de cossolv.  2,2446 2 1,1223 36,4619 4,46 8,65
Temp-pres 0,5615 4 0,1404 4,5608 3,84 7,01
Temp-teor 0,4375 4 0,1094 3,5535 3,84 7,01
Pres-teor 0,1513 4 0,0378 1,2289 3,84 7,01
Erro 0,2462 8 0,0308
Total 5,3417 26

5.2.6 Compostos fendlicos totais (CFT)

A Tabela 22 mostra os rendimentos em CFT obtidos nos experimentos. A
extracdo por soxhlet apresentou um rendimento de 222,63 mg de rutina equivalente
(RE)/100g de PBD. Os experimentos de numero 6, 15 e 18, com fluido supercritico,
apresentaram os maiores rendimentos (24,42, 27,57 e 23,09 mg RE/100 g PBD,

respectivamente).
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TABELA 22:Rendimentos em CFT obtidos nos experimentos

Corrida Pressao Temperatura Teor de coss. Rendimento
(bar) (°C) (%) (mg RE/100g PBD)

Soxhlet - - - 222,63
1 150 40 1 3,27
2 150 40 3 13,35
3 150 40 5 12,27
4 150 50 1 3,12
5 150 50 3 11,28
6 150 50 5 24,42
7 150 60 1 3,27
8 150 60 3 12,88
9 150 60 5 17,74
10 200 40 1 10,07
11 200 40 3 13,80
12 200 40 5 14,09
13 200 50 1 12,40
14 200 50 3 13,78
15 200 50 5 27,57
16 200 60 1 7,11
17 200 60 3 11,61
18 200 60 5 23,09
19 250 40 1 6,09
20 250 40 3 9,33
21 250 40 5 18,72
22 250 50 1 3,96
23 250 50 3 14,15
24 250 50 5 12,64
25 250 60 1 4,00
26 250 60 3 17,70
27 250 60 5 19,24

A Figura 34 ilustra o comportamento dos rendimentos em CFT como fungdo
da temperatura, nas diferentes pressdes. Pela analise dos rendimentos ilustrados no
grafico observa-se a influéncia do teor de cossolvente. Por outro lado, os niveis

intermediarios de temperatura e pressao forneceram os maiores rendimentos em CFT.
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FIGURA 34: Comportamento dos rendimentos em CFT como fung¢do da temperatura,
nas diferentes pressoes e diferentes concentra¢des de cossolvente

A Tabela 23 mostra a ANOVA para os rendimentos em CFT. Pela observagao
da tabela, pode-se dizer (com nivel de confianca de até 99%) que o teor de cossolvente
apresentou maior influéncia nos rendimentos. Com menor influéncia encontra-se a
temperatura e a interacdo entre a temperatura e teor de cossolvente, com nivel de
confianga de 95%. As demais varidveis e interagdes ndo demonstraram influéncia, nos

niveis de confianca estudados.

TABELA 23: ANOVA para os rendimentos em CFT

Varidveis Somados Grausde Média o Fc, Fc,
Quadrados Liberdade Quadrada a=0,05 «=0,01

Temperatura 2,4056 2 1,2028 8,2147 4,46 8,65
Pressdo 0,9562 2 0,4781 3,2653 4,46 8,65
Teor de cossolv. 11,5573 2 5,7787 39,4659 4,46 8,65
Temp-pres 0,8565 4 0,2141 1,4624 3,84 7,01
Temp-teor 2,9972 4 0,7493 5,1174 3,84 7,01
Pres-teor 0,4285 4 0,1071 0,7317 3,84 7,01
Erro 1,1714 8 0,1464
Total 20,3727 26

Para fins de comparacao entre os dados de literatura com o presente
trabalho, toma-se a referéncia de Faria et al. (2008), que realizaram extracoes
etandlicas da polpa fresca dos frutos do butia. Os autores encontraram teores entre
163 a 259 mg catequina equivalente/100 g de polpa fresca e entre 78 e 166 mg de
acido tanico equivalente/100 g de polpa fresca. Como, neste trabalho, o material

vegetal foi desidratado, uma comparacao s6 pode ser feita se levado em conta o teor
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de umidade perdida durante a secagem. Assim, o rendimento obtido na extragao em
soxhlet, convertido para base Umida, torna-se 40,70 mg de RE/100 g de polpa fresca. E
o rendimento obtido na corrida de nimero 15 (melhores condicGes na EFS) é
representado, em base Umida, como sendo 5,04 mg de RE/100 g de polpa fresca. Os
valores encontrados neste trabalho ficam abaixo dos reportados pela literatura, porém
vale lembrar que nao foi utilizado mesmo material vegetal, nem utilizada a mesma
metodologia de preparo das amostras e de extracao.

Quando se compara com outros trabalhos de extracdo de compostos
fendlicos utilizando a EFS, destaca-se o trabalho de Bimakr et al. (2010), os autores, da
mesma forma deste trabalho, identificaram compostos fendlicos isoladamente. O
composto em comum identificado foi a rutina, num rendimento de 0,90 mg/100 g de
folhas de menta desidratadas. O presente trabalho possibilitou um rendimento,
utilizando a EFS, de 3,47 mg de rutina/100 g de PBD.

Em termos de compostos fendlicos totais ou de flavondides totais, obtidos por
EFS, compara-se este trabalho (27,57 mg de RE/100 g de PBD) com referéncias
encontradas na literatura. As semelhancas observadas estdo nas condi¢cbes de
extracdao que maximizaram os rendimentos. Em algumas referéncias, como é o caso de
Wang et al. (2008) e Liza et al. (2010), foram encontradas mesma pressao (200 bar) e

mesma temperatura (50°C) como melhores condi¢Ges de extracao.

5.2.7 Efeito do teor do cossolvente

Com relagao ao efeito do teor de cossolvente utilizado, a modificagao da
polaridade do meio proporcionada pelo etanol fez com que houvesse um incremento
de solubilidade que foi tanto maior quanto maior o teor de etanol adicionado ao
sistema. Isto fez com que os rendimentos em flavondides fossem, de forma geral,
diretamente proporcionais ao teor de cossolvente, mantidas as outras condicoes fixas.
Esses resultados estdo de acordo com Lucien e Foster (2000), os quais reportam que a
adicdo de um modificador de polaridade junto ao CO, favorece a extracdo de

compostos polares, tais como os flavonodides.
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5.2.8 Efeito da temperatura e da pressdo

A massa especifica de um fluido supercritico esta diretamente relacionada
com sua pressao. Incrementos na pressao (uma vez fixada a temperatura) provocam
incrementos na massa especifica e, por consequéncia, elevacdo do poder de extracao.
A faixa de massa especifica estudada neste trabalho varia de 0,62 g/mL (60°C e 150
bar) a 0,88 g/mL (40°C e 250 bar). Espera-se que no valor mais elevado de massa
especifica os rendimentos sejam superiores, porém outra influéncia é observada na
temperatura. Embora incrementos de temperatura (mantida a pressdo) provoquem a
reducao da massa especifica do CO,, ao mesmo tempo a pressao de vapor dos solutos
é aumentada. A elevacdo da pressdo de vapor de um soluto facilita a passagem dos
solutos para a fase supercritica (Liza et al. 2010). A associacdo de influéncias da
pressao e da temperatura provoca o fenébmeno crossover, que ocorre no momento em
gue a pressao deixa de ser a variavel mais importante nos rendimentos e da lugar a

temperatura (MELO et al., 2009; MACHMUDAH et al., 2008 e COMIM et al., 2010).

5.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi testada pela varredura do radical
DPPHe. O resultado do teste é ilustrado pela Figura 35. A partir da relacdo linear entre
a concentracdo de extrato e a atividade antioxidante, foi possivel calcular o ICsg
(concentragdo de extrato necessaria pra varrer 50% do radical DPPHe). Os valores de

ICso s3o mostrados na Tabela 24.

TABELA 24:Valores de ICsg

Corrida  CFT (mg RE/100g PBD) ICso

Soxhlet 222,63 80,0 mg/mL
15 27,57 17,4 mg/mL
27 19,24 56,1 mg/mL

Os valores de ICsg indicam a quantidade necessaria de extrato para varrer 50%
do radical DPPHe, ou seja, quanto mais elevado é o valor de ICsg, mais pobre é a

atividade antioxidante dos extratos. Da posse dos resultados, observa-se que o extrato
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que apresentou maior rendimento em compostos fendlicos totais (corrida 15),
demonstrou menor valor de ICsq, seguido do extrato da corrida 27, que apresentou as
melhores condi¢cOes para a obtencdo de flavondides isolados, e, por fim o extrato
obtido em soxhlet. Esta mesma sequéncia descreve a ordem de atividade antioxidante.
Os dois extratos supercriticos testados apresentaram maior atividade antioxidante
frente ao extrato obtido em soxhlet. Uma explicacdo para tal acontecimento é a
temperatura utilizada na extracdo em soxhlet — temperatura de ebulicdo do etanol
(78°C). Nesta temperatura pode ocorrer a oxidagdo dos compostos, reduzindo a
atividade antioxidante, segundo Cossuta et. al. (2008). Esta mesma temperatura nado
foi usada nas extragées com fluido supercritico, sendo a maxima utilizada de 60°C.
Além disto, o tempo de exposicdo dos compostos antioxidantes as altas temperaturas

foi dez vezes menor para o caso do fluido supercritico.
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FIGURA 35: Teste da atividade antioxidante



6 Conclusoes

A extracdo de compostos fendlicos de polpa desidratada de butid com CO,
supercritico, usando etanol como cossolvente, foi comparada com o método
convencional de extracdo (soxhlet), mediante a quantificacdo de compostos isolados
(acido clorogénico, acido ferulico, rutina quercetina e canferol) e de compostos
fendlicos totais nos extratos. Os resultados experimentais demonstram que a extragao
com fluido supercritico permite a obtencdo de compostos fendlicos, porém o método
convencional, que utiliza solvente organico, resulta em maiores rendimentos sendo,
para o caso da rutina, até 20 vezes superior. J4 para o acido clorogénico, o acido
ferulico, a quercetina e o canferol, os rendimentos obtidos pela extracdao por soxhlet
foram 11, 4, 5 e 3 vezes superiores, respectivamente. Os resultados em compostos
fendlicos totais também foram superiores na extracdo convencional (12 vezes
superior).

Na extracdao com CO, supercritico, com etanol como cossolvente, foram
investigadas as variaveis pressao e temperatura do diéxido de carbono e a quantidade
de cossolvente (etanol) adicionado como modificador de polaridade. Em diferentes
casos, os trés parametros de extracdo (pressdo, temperatura, e teor de cossolvente)
influenciaram significativamente nos rendimentos em compostos fendlicos de buti3,
independentemente e interativamente, sendo que o teor de cossolvente foi a variavel
de maior significancia. Ao aumentar o teor de cossolvente observou-se, em todos os
casos, um aumento dos rendimentos. Jd& o aumento da temperatura sé ocasionou o
aumento dos rendimentos em acido ferulico, rutina, canferol e fendlicos totais. O
aumento da pressdao provocou o aumento dos rendimentos em dcido ferdlico,

guercetina e canferol.
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A atividade antioxidante dos extratos, obtido por solvente supercritico e pelo
método convencional, foram avaliadas pelo teste ICso. Os resultados revelaram que os
extratos supercriticos necessitam de uma menor concentracdo para varrer 50% do
radical DPPHe, quando comparado ao extrato com solvente organico. Desta forma
atribui-se maior atividade antioxidante aos extratos supercriticos.

Como perspectiva deste trabalho destaca-se a possibilidade da utilizagdo dos
recursos naturais nativos do Rio Grande do Sul. O emprego dos frutos de butid pode
ser de forma exploratdria sem degradar a natureza, desenvolvendo a economia e a

preservacao sustentavel.



7 Sugestoes futuras

Como trabalhos futuros, sugere-se o emprego de polpa de butia congelada,
em substituicdo a polpa desidratada. Essa sugestdo permite avaliar se ocorre a
degradacdo dos compostos fendlicos durante o processo de secagem e
armazenamento. Também se sugere analisar os efeitos de mudancas na preparacdo da
matriz de polpa desidratada, como a redugao granulométrica.

Tendo em vista que os maiores rendimentos foram obtidos nas condi¢des de
maior teor de cossolvente, pode-se elevar o valor maximo estudado de 5%. Vale
lembrar, também, que o aumento excessivo do teor de cossolvente implica em
alteragdes das condigdes criticas da mistura de extragao.

Como a soma dos compostos isolados, identificados neste trabalho, nao
condizem com os compostos fendlicos totais, sugere-se uma andlise mais aprofundada
da composicdo da polpa do butiad. Tal tarefa exige a disponibilidade de recursos
analiticos mais sofisticados os quais permitam identificar, mais facilmente, os
compostos presentes nos extratos.

Para o aperfeicoamento do equipamento piloto de EFS, sugere-se o emprego
de um sistema de reciclo do diéxido de carbono. Este procedimento permite reduzir o

consumo do solvente, aumentado a viabilidade econémica do processo.
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